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Der Einflu8 chemischer und physikalischer Faktoren auf die 

protoplasmatischen Eigenschaften isolierter Elodea-Blatter 

unter besonderer Beriicksichtigung der Zusammenhinge 
zwischen Wachstumsphase und Plasmaviskositat 


Von 


Elisabeth Giinther 


Aus dem Botanischen Institut der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald 
Mit 16 Textabbildungen 


(Eingegangen am 7. Februar 1956) 


I. Einleitung 


Zu den fiir zellphysiologische Untersuchungen bevorzugten Objekten 
zihlen die Blatter der Elodea-Arten. Es liegen daher iiber die protoplas- 
matische Anatomie bzw. die Physiologie der Zelle des normalen Elodea- 
Blattes (Pekarek und Fiirth 19314, Moder 1932, Strugger 1934, 
Esterak 1935, Gahlen 1935, Marklund 1936, Drawert 1937, Bor- 
riss 1938, Ruge 1940, Fischer 1948) und iiber die Wirkungen der ver- 
schiedensten physikalischen und chemischen Faktoren zahlreiche Arbeiten 
vor. Von physikalischen Faktoren wurde der Einflu& der Temperatur 
(Bacher 1920. Bélehradek und Melichar 1930, Gamma 1932, 
Moder 1932, Esterak 1935) und des Lichtes (Bacher 1920, Lepesch- 
kin 1930, Gamma 1932, Meind] 1934, Stalfelt 1946, Virgin 1948, 
1949a, 1951, 1952, 1954), von chemischen die Wirkung des destillierten 
Wassers (Moder 1932, Esterak 1935), mehrerer Narkotika (Seifriz 
1923, Collins 1931, Moder 1932, Esterak 1935), verschiedener Salz- 
lésungen (Missbach 1928, Collins 1931, Moder 1932, Meind | 1934, 
Esterak 1935, Macke 1939, Northen 1946), von Pflanzenextrakten, 
Bodensubstanzen, Heteroauxin und Colchicin (St alfelt 1948, 1949a, b) 
und des pH-Wertes (Drawert 1952) auf den Plasmazustand von Elodea 
geprift. 

In der vorliegenden Arbeit interessierte besonders die Wirkung von 
Kalium- und Calciumionen auf die Protoplasten von Elodea-Blattern. Uber 
die Bedeutung dieser Ionen fiir den Kolloidzustand des Plasmas liegen Er- 
gebnisse vor, die sich z. T. widersprechen. Im allgemeinen schreibt man dem 
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K-Ion quellende, dem Ca-lon entquellende Eigenschafien zu. Derartige 
Vorstellungen kniipfen an Ergebnisse aus der Kolloidchemie an und iiber- 
tragen die dort gewonnenen Erkenntnisse auf das lebende Plasma. Zu- oder 
Abnahme des Hydratationsgrades aufert sich in Veranderungen der 
Viskositat. Durch Behandlung des Plasmas mit diesen Ionen miifte man, 
wenn die aus der Kolloidchemie abgeleiteten Erkenntnisse auch fiir das 
Plasma zutreffen, die Konsistenz antagonistisch beeinflufen kénnen. Einige 
mit der Plasmolyseform- und Plasmolysezeitmethode gewonnene Ergebnisse 
scheinen auf eine solche Méglichkeit hinzuweisen. Von Cholodny und 
Sankewitsch (1933) an Epidermishautchen von Zwiebelschuppen nach 
Vorbehandlung mit hypotonischen Kalium- oder Calciumsalzlésungen be- 
obachiete Plasmolyseformen werden als Beweise fiir die verfestigende, 
viskositatserhéhende Wirkung des Calciumions im Gegensatz zur verfliis- 
sigenden, viskositatsmindernden Wirkung des Kaliumions angesehen. T a- 
kamine (1939) stellte nach Vorbehandlung mit Kaliumdhloridlésungen 
ebenfalls Konvexplasmolyse fest, nach Calciumchloridvorbehandlung Kon- 
kavplasmolyse (vgl. auch Strugger 1949). Cholodny und Sanke- 
witsch selbst wiesen aber schon darauf hin, daf nur bei bestimmter Vor- 
behandlung (20—48 Std.) an Allium cepa solche Unterschiede zu finden 
sind, da dagegen bei Rhoeo discolor die Differenzen zwischen der Wirkung 
mono- und bivalenter Kationen nach Vorbehandlung mit verdiinnten Salz- 
lésungen (m/40 bis m/60) verschwinden. Von anderer Seite liegen Versuchs- 
ergebnisse vor, die einfache antagonistische Quellungsfunktionen des K+ 
und Ca++ ausschlieBen (Lit. bei Heilbrunn 1928). Entsprechende Unter- 
suchungen an Kalium- und Calcium-Mangelpflanzen fiihrten ebenfalls zu 
keinen einheitlichen Ergebnissen (Kalchhofer 1936, Schmidt, Di- 
wald und Stocker 1940, Pirson und Seidel 1950). 

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden Elodea-Blatter durch Ab- 
lésen vom Sprof (Isolation) den korrelativen Einfliissen des Sprosses ent- 
zogen und den Einwirkungen der Versuchsbedingungen unmittelbar aus- 
gesetzt. Die isolierten Blatter wurden in m/50, m/100 und m/150 Lésungen 
der Alkali- bzw. Erdalkalichloride und -nitrate eingelegt und die Ver- 
ainderungen einiger protoplasmatischer Zustandsgréfen unter dem Einflu# 
der Ionen verfolgt. Neben ausgewachsenen Blittern dienten auch junge 
wachsende Blatter als Versuchsmaterial. Auf diese Weise war es méglich, 
die Frage nach den Zusammenhangen zwischen Wachstumsphase und 
Plasmaviskositéit (vgl. Strugger 1934, Borriss 1938) unter neuen Ge- 
sichtspunkten zu erértern. 


II. Versuchsmaterial 


Das fiir die Arbeit verwendete Material von Elodea densa (Planch.) Casp. 
wurde im Becken des Versuchsgewachshauses des Botanischen Instituts angezogen. 
Obwohl alle dort wachsenden Pflanzen als ein Klon zu betrachten sind, konnten 
vereinzelt Pflanzen beobachtet werden, die sich in der Gestalt der Blatter von 
den iibrigen unterschieden (sehr schmale Blatter). Pflanzen dieses morphologisch 
und physiologisch abweichenden Typus blieben unberiicksichtigt; zu den Ver- 
suchen wurden nur von Pflanzen mit normalem Habitus Blatter entnommen. 
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Die Versuche wurden a) mit ausgewachsenen Blattern, b) mit jungen wachsen- 
den Blattern durchgefiihrt. Da sich die Blatter auch nach der Beendigung des 
Streckungswachstums je nach dem Alter in ihrem Plasmazustand unterscheiden, 
fanden im Sommer und Herbst nur Blatter, die 3—15cm, von Dezember bis 
Marz nur solche, die 4—10cm unterhalb der Knospe inseriert waren, als .,aus- 
gewachsene” Blatter Verwendung. Von den jungen Blattern wurden drei Alters- 
stufen zu den Versuchen verwendet, um etwaige Zufalligkeiten durch das Heran- 
ziehen nur eines Altersstadiums von vornherein auszuschalten. Diese Stadien 
waren folgendermafen charakterisiert: 1. 5—10mm Lange, 2. 11—15mm Lange, 
3. 16—20mm Lange. 

Das Elodea-Blatt besteht im wesentlichen aus der grofzelligen Epidermis der 
Oberseite und der kleinzelligen Epidermis der Unterseite. In der Langsrichtung 
wird es von der mehrschichtigen Mittelrippe durchzogen, die sich aus schmalen, 
langgestreckten Zellen zusammensetzt. Von den untereinander annahernd gleich 
gestalteten Feldzellen unterscheiden sich die der Mittelrippe unmittelbar benach- 
barten Zellreihen, die Randzellen und die Blatizihne. Wenn es bei den Versuchs- 
ergebnissen nicht anders vermerkt ist, beziehen sich die angegebenen Werte auf 
die Feldzellen der Blattoberseite. 

Zu jedem Versuch wurde eine groRe Anzahl von Blattern gebraucht; es war 
daher unmdglich, eine Versuchsreihe mit einem einzigen Sprof durchzufiihren. 
Um dennoch individuelle Unterschiede zwischen den verwendeten Sprossen auszu- 
schalten und mit weitgehend identischem Material arbeiten zu kénnen, wurden 
die Blatter der verschiedenen Sprosse méglichst regelméRig auf die verschiedenen 
VersuchsgefaBe verteilt. Vor dem Abtrennen wurden die Blatter griindlich in 
filtriertem Standortwasser abgespiilt, um sie weitgehend vom Algenbewuchs zu 
befreien, und dann in doppelt destilliertem Wasser nachgespiilt, um das anhaftende 
Standortwasser zu entfernen. 

Als VersuchsgefaRe dienten anfangs quaderférmige 1000-cm*-Kiivetten, spater 
250-cm®-Bechergliser aus Jenaer Glas. Versuchsreihen, die nur zum Vergleich des 
Einflusses von Leitungswasser, Standortwasser und doppelt destilliertem Wasser 
angesetzt waren, wurden im Versuchsgewachshaus des Botanischen Instituts auf- 
gestellt und waren den dortigen Temperatur- und Lichtintensitatsschwankungen 
ausgesetzt. Die Versuchsreihen, in denen die Wirkung von Einsalzlésungen ge- 
priift wurde, befanden sich in Licht- bzw. Dunkelthermostaten, deren Temperatur 
zwischen 18° und 19°C schwankte. 

Fiir die Bestimmung des osmotischen Wertes fand Glucose (CsH,.O,.H,O) 
DAB 6 Verwendung, fiir die Bestimmung der Plasmolyseform und -zeit KCl und 
CaCl, pro analysi. Die Einsalzlésungen stellte ich aus folgenden Chemikalien her: 
NaCl, NaNO;, KCl, KNO;, CaCl,, BaCl,, Ba(NO,). pro analysi, Ca(NOs), reinst, 
Mg(NO,). rein. Zur Bestimmung der Harnstoffpermeabilitaét diente Harnstoff fiir 
wissenschaftliche Zwecke. Alle Lésungen wurden volumenmolar hergestellt. Das 
doppelt destillierte Wasser wurde in einem Destillationsapparat nach Fitting 
(1928) und einem Wasserdestillationsapparat mit Birnenkiihler nach Femel ge- 
wonnen. Die Messung der pH-Werte erfolgte mit einem ..pH-Ionenmeter* nach 
Lautenschlager (Firma Pusl, Miinchen) und Chinhydron-Elektroden-Kette. 


Ill. Plasmatische Verinderungen 


Veranderungen der Eigenschaften des Protoplasmas finden zu einem er- 
heblichen Teil Ausdruck in Verschiebungen der Plasmaviskositat. Die Mes- 
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sung dieser Gréfen ist daher fiir die Erfassung wesentlicher Zustands- 
anderungen des Piasmas von Bedeutung. 


Kinen Uberblick iiber die Methoden der Viskositatsbestimmung an lebenden 
Objekten gibt Weber (1924a). Von den dort aufgefiihrten Methoden scheidet 
die Magnetmethode wegen Schwierigkeiten in der technischen Durchfiihrung aus, 
die Fallmethode ist nur fiir bestimmte Objekte geeignet, die Mikrodissektions- 
methode, Kataphoresemethode, die Bestimmung der Klebrigkeit und des Haft- 
vermégens lassen wie die von Frederikse (1934) angegebene Methode der 
Lichtbrechung und die von Erbring (1936) beschriebene Beurteilung der Spinn- 
barkeit des Protoplasten nur eine schatzungsweise Erfassung des Viskositits- 
grades zu und sind nur in Verbindung mit anderen Methoden zu verwenden. Die 
von Pekarek (1930) ausgearbeitete Methode der Viskositatsbestimmung an bio- 
logischen Objekten mit Hilfe der Brownschen Molekularbewegung erméglicht die 
Bestimmung absoluter ViskositatsgréRen, ist aber nur bei Objekten ohne Plasma- 
strémung anwendbar. Da an behandelten Blattern haufig Plasmastrémung_ be- 
obachtet werden konnte, scheidet diese Methode ebenfalls aus. 

In der vorliegenden Arbe?t wurde die Plasmaviskositat 1. nach der Plas- 
molyseform- und Plasmolysezeitmethode und 2. nach der Zentrifugierungs- 
methode bestimmt. Da sich die erste Methode mehr auf die Verhaltnisse in 
der Plasmagrenzschicht bezieht, die zweite einen Einblick in die Beschaffen- 
heit des Binnenplasmas erméglicht, wird angenommen, dafi die Kombina- 
tion beider Methoden ein annahernd richtiges Bild der Vorginge, die sich 
an den Plasmakolloiden abspielen, vermittelt. 

Mit diesen Methoden erhaltene Resultate geben selbstverstandlich nur 
Relativzahlen, die keine absolute Bestimmung der Viskositat erlauben. Es 
ist zu beriicksichtigen, daB das Plasma keine Newtonsche Fliissigkeit mit 
einer besitimmien Viskositat oder Reibungskoeffizienten ist. Die Inhomo- 
genitat des Plasmas wird bedingt durch seine verschiedenartigen Ein- 
schliisse, durch den abweichenden Bau in den Grenzschichten und durch 
Strukturen im mikroskopischen und submikroskopischen Bereich. Man wird 
also die Viskositat des Protoplasmas nur bedingt der von Fliissigkeiten 
gleichsetzen kénnen. Weiterhin ist zu beachten, daB aufer der Viskositat 
auch andere Plasmaeigenschaften die Ergebnisse beeinflussen. Eine kritische 
Beriicksichtigung aller Fehlerméglichkeiten ist deshalb erforderlich, um den- 
noch aus den gewonnenen Resultaten Riickschliisse auf den Zustand der 
Plasmakolloide ziehen zu kénnen. 


A. Plasmolyseform und Plasmolysezeit 


Weber (1921, 1929a) zog aus dem Plasmolyseablauf Riickschliisse auf 
die Plasmaviskositat. Durch Festlegen der Plasmolysezeit (im folgenden als 
Plz bezeichnet) als der Zeit vom Einlegen in das Plasmolytikum bis zum 
Kintreten der Konvexplasmolyse (diese Definition liegt auch den Angaben 
der vorliegenden Arbeit zugrunde), wurde es méglich, mit vergleichbaren 
Zahlenwerten zur Kennzeichnung der Viskositat zu arbeiten. Weiterhin zog 
Weber die Plasmolyseform (im folgenden als Plf bezeichnet) fiir die Be- 
stimmung der Plasmaviskositaét heran (1924b, 1925). Die PIf wurde nach 
gleich langem Verweilen im Plasmolytikum bestimmt. Bei konvexer PIf ist 
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die Viskositét geringer als bei konkaver Plf, bei Krampfplasmolyse wird 
auf hohe Viskositat geschlossen. Inzwischen wurde von zahlreichen Autoren 
immer wieder auf die Fehlerméglichkeiten, die sich bei der Anwendung die- 
ser Methoden ergeben, hingewiesen. Auf eine Aufzahlung kann verzichtet 
werden, da ausfiihrliche Diskussionen von Prud’ homme van Reine 
(1935), Borriss (1938) und Ruge (1940) vorliegen. Es sollen hier nur 
speziell fiir Elodea in Frage kommende Faktoren besprochen werden, die 
ich in durch das Objekt selbst bedingte und andere Faktoren (nicht iiberein- 
stimmend mit den ,,auferen Faktoren* R uges) einteilen méchte. 


Um bei der Fiilie der Fehlerméglichkeiten mit der Plf- und Plz-Methode 
reelle Viskositatsveranderungen zu erfassen, ist es notwendig, die Fehler- 
quellen weitgehend einzuschranken. Die Fehler, die durch Verschieden- 
heiten innerhalb des Objektes verursacht werden, sind durch Variationen 
der Versuchsbedingungen zumeist nicht zu vermeiden. Fiir die richtige Aus- 
wertung der Ergebnisse ist es aber wichtig, diese Fehlerméglichkeiten zu er- 
kennen und ihre Bedeutung nach Méglichkeit abzuschatzen. 


Auf den Einflu& der verschiedenen Durchlissigkeit der Zellmembran wies be- 
sonders Borriss (1938) hin. Nach Plasmolyse mit hypertonischen Lésungen hoch- 
molekularer Stoffe, wie Rohr- und Traubenzucker, konnte er an wachsenden Blatt- 
teilen von Elodea densa cytorrhyseartige Erscheinungen beobachten. Die Mem- 
branen blieben auch nach Einitritt der Plasmaabhebung geschrumpft und gefaltelt, 
ein Zeichen dafiir, daf fiir das Plasmolytikum Schwierigkeiten in der Durch- 
dringung der Zellwand bestehen (vgl. auch Dieh]1 1936, Drawert 1937, Ruge 
1940, weiterhin Brauner 1932 und Kressin 1935 fiir Mooszellen). 

Daf Unterschiede in der Porengréfe zwischen alten und jungen Blattern be- 
stehen, geht auch aus der Eintrittsgeschwindigkeit der Plasmolyse hervor (vgl. 
Borriss 1938 und Fischer 1948). Im Gegensatz zu ausgewachsenen Blattern 
bzw. ausgewachsenen Blattzonen, in denen die Plasmolyse nach wenigen Sekun- 
den eingetreten ist, bleiben Teile der Wachstumszone etwa 5 Minuten lang un- 
plasmolysiert. In unserem Falle wurde versucht, diese Differenzen durch spateres 
Einlegen der ausgewachsenen Blatter und durch Plasmolysieren von Blattstiick- 
chen auszugleichen. Da es sich aber bei den Plzen stets um gréfere Unterschiede 
handelt, spielt der wenig spatere Plasmolyseeintritt keine entscheidende Rolle. 

Aufer der verschiedenen Durchlassigkeit der Zellwand sind Permeabilitat und 
Intrabilitat von Bedeutung. Moder (1932) konnte fiir Elodea canadensis nach- 
weisen, daf innerhalb eines Blattes Unterschiede in der Permeabilitaét bestehen: 
Die Basis und die Mittelrippe sind fiir Harnstoff durchlissiger als die Blattspitze, 
was durch eigene Versuche an Elodea densa bestatigt werden konnte. Marklund 
(1936) studierte die Permeabilitaét junger, ausgewachsener und alter Blatter und 
konnte fiir junge Blatter geringe Permeabilitat, fiir ausgewachsene Blatter erhéhte 
Permeabilitaét und fiir alte Blatter erneutes Abnehmen der Permeabilitat feststellen. 

Piz und Plf sind weiterhin von der Dicke des Wandbelages abhangig. Die rela- 
tive Plasmamenge junger Blatter ist gréfer als die der alten. Die Protoplasten jun- 
ger Blatter kénnten sich demnach auch bei gleicher Plasmaviskositat spater abrunden 
als die der alten. Man nimmt an, daf das Plasma wachsender Zellen mit der Zell- 
wand verwachsen ist. Es wird also der Loslésung von der Zellwand einen gréReren 
Widerstand entgegensetzen als das ausgewachsener Zellen. Auch dadurch kénnen 


Verzégerungen in der Abrundung hervorgerufen und krampfartige Plfen erzeugt 
werden. 
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Neben diesen nicht zu beseitigenden Fehlerquellen durch innere Fak- 
toren ist es wichtig, die durch auRere Faktoren verursachten Fehlerméglich- 
keiten weitgehend einzuschranken. 


1. Die Temperatur wurde in allen Versuchen mit Einsalzlésungen konstant auf 
18—i9°C gehalten. Nur in den Versuchsserien, in denen Standortwasser, Leitungs- 
wasser und Aq. bidest. miteinander verglichen wurden, waren die Blatter gréBeren 
Temperaturschwankungen ausgesetzt. 

2. Die Art des Plasmolytikums. Fiir die vorliegende Arbeit wurde im Vorver- 
such zunachst ein geeignetes Plasmolytikum ausgewahlt. Anfangs benutzte ich zu 
den Plasmolyseversuchen Glucoselésung. Dabei ergab sich, da® die Plz selbst in 
i mol. Lésung zu kurz war, um irgendwelche Unterschiede erkennen zu lassen, die 
iiber die Fehlergrenze hinausgingen. Starkere Konzentrationen vermied ich, um 
nicht durch zu starken Wasserentzug Viskositatsunterschiede vorzutaduschen. In 
i mol. KCI- und 1 mol. KNO,-Lésung war es mir ebenfalls nicht méglich, lingere 
Pizen bei abgetrennten Blattern zu erzielen, und die PIf, die zwar sofort nach dem 
Einlegen Unterschiede von konvex bis schwach konkav aufwies, war nicht charak- 
teristisch genug, um daraus Schliisse zu ziehen. Die Plasmolyse mit 0,8 mol. CaCl,- 
Lésung erwies sich ebenfalls als ungiinstig. da Krampfplasmolyse eintrat. SchlieB- 
lich wurde in Anlehnung an das Vorgehen von Borriss (1938) ein Gemisch von 
KCl- und CaCl,-Lésungen im Verhaltnis 4:1 als Plasmolvticum gewahlt, das bei 
allen weiteren Versuchen Verwendung fand. 

3. Die Konzentration des Plasmolytikums. Auf die Bedeutung. die die Konzen- 
tration des Plasmolytikums fiir die PIf und Plz hat, wies besonders Borriss 
(1938) hin. Auf Grund verschiedener Hypertoniegrade kénnen verschiedene Plasma- 
viskositaéten vorgetiuscht werden. Das Studium des osmotischen Wertes ist demnach 
vor Plasmolyseversuchen unerliflich. Wahrend bei zu schwach hypertonischen 
Lésungen gleiche Plz trotz verschiedener Viskositaét festgestellt werden kann, 
fiihren zu hohe Konzentrationen zu irreversiblen* Veranderungen. Da schon bei 
Versuchsbeginn Unterschiede im osmotischen Wert zwischen ausgewachsenen und 
jungen Blattern bestehen und der OG (= osmotischer Wert bei Grenzplasmolyse) 
auRerdem im Laufe des Versuchs grofen Veriainderungen unterliegt, ist es schwierig. 
das Plasmolytikum im richtigen Hypertoniegrad anzuwenden, Es wurden daher 
alle Versuche 1. bei gleicher Konzentration des Plasmolytikums (Konz. 1) und 2. in 
Lésungen ausgefiihrt, die den Verainderungen des osmotischen Wertes angepaft 
waren (Konz. 2 und 3). Nach ihrem isosmotischen Koeffizienten verhalt sich die 
zur Bestimmung des osmotischen Wertes verwendete Glucoselésung zu dem als 
Plasmolytikum verwendeten KCI-CaCl.-Gemisch wie 62:100, es entspricht also 
eine 0,4mol. Glucoselésung einer 0,25 mol. KCl-CaCl,-Lésung. Da ein gewisser 
Hypertoniegrad zur Messung der Plz und PIf nétig ist, wurde dreifache Hypertonie 
gewahlt. Im Laufe der Versuche konnten nur seliten schrumpfplasmolyseahnliche 
Formen (Borriss 1938) oder das Absterben von Zellbezirken durch den _plas- 
molytischen Eingriff beobachtet werden. Es ist demnach nicht anzunehmen, daf die 
Konzentration des Plasmolytikums so starke sekundare Verinderungen am Plasma- 
geriist verursacht, daB die Versuchsresultate dadurch entscheidend beeintrachtigt 
werden kénnien. Als Konzentration 1 des Plasmolytikums wurde eine 0,75 mol. 
KCl-CaCl,-Liésung verwendet, als Konzentration 2 eine in bezug auf den ge- 
messenen OG dreifach hypertonische Lésung. Es ist méglich, die Konzentration 
des Plasmolytikums auch noch in anderer Weise dem OG anzupassen. Die Grund- 
konzentration des Plasmolyticums (0,75 mol. KCl-CaCl.-Gemisch fiir ausgewachsene, 
0.48 mol. fiir wachsende Blatter) wurde um einen dem absoluten Anstieg des OG 
der Blatter entsprechenden Betrag erhéht (Konz. 3). Spater wurde diese Lésung 





Der Einflu8 chemischer und physikalischer Faktoren 7 


nicht mehr verwendet, da bei geringen Veranderungen des OG die Unterschiede 
zwischen Konzentration 2 und 3 verhialtnismafig klein sind und sich in der PIf 
und Plz kaum auswirken. Bei gréReren Abweichungen des OG vom normalen 
Wert bedeutet die Konzentration 3 im Verhaltnis zur Konzentration 1 (= 0,75 mol.) 
nur eine geringe Erhéhung der Konzentration des Plasmolytikums. Steigt der OG 
z. B. auf 0,6 mol. Glucose an, so wird als Konzentration 3 des Plasmolytikums eine 
0,88 mol. KCl-CaCl,-Liésung verwendet, als Konzentration 2 eine 1,12 mol. Lésung. 
Es besteht also bei Konzentration 3 nur noch 2,5fache Hypertonie. Ob es richtiger 
ist, den Hypertoniegrad absolut oder relativ zu steigern, kann durch die vor- 
liegenden Ergebnisse nicht entschieden werden. 


1. Osmotische V eranderungen 
a) Methode 


Fiir die Messung osmotischer ZustandsgréRen von pflanzlichen Zellen 
und Geweben sind im Laufe der Zeit die verschiedensten Methoden aus- 
gearbeitet worden (ausfiihrliche Angaben bei Ursprung 1939). Davon 
erfreuen sich nur drei einer weiteren Verbreitung: Die kryoskopische, die 
plasmometrische und die grenzplasmolytische Methode. Vor- und Nadchteile 
dieser Methoden wurden eingehend von Blagowestschenski (1928). 
Walter (1931), Oppenheimer (1932), Buhmann (1935) und Ur- 
sprung (1939) diskutiert. 


Fiir die vorliegenden Untersuchungen kam nur die grenzplasmolytische Me- 
thode in Frage, da man nur auf diese Weise verhalinismafig schnell einen Uber- 
blick iiber die einzelnen Blattzellen gewinnt und die Méglichkeit hat, osmotische 
Gradienten zu erkennen. Als grenzplasmolytischer Wert (OG) wird die Konzen- 
tration des Plasmolytikums angegeben, in der 50% der Zellen eine eben sichtbare 
Ablésung des Protoplasten zeigen. Obwohl Rohrzucker im allgemeinen als 
giinstigtes Plasmolytikum gilt, wurde hier Glucose gewahlt, da sie wie dieser 
als Nichtelektrolyt kaum Einflu® auf die Plasmakolloide ausiibt und der Molekiil- 
gréRe wegen kaum permeiert, auf der anderen Seite aber kein so grofes Molekiil 
wie der Rohrzucker besitzt, so da& die Zellmembran kein zu grofes Hindernis 
bildet, was sich besonders bei jungen Blattern stérend bemerkbar machen wiirde. 
Die Kontrolle erfolgte bei ausgewachsenen Blattern 30 Minuten nach dem Einlegen 
in das Plasmolytikum, bei jungen Blattern stellte sich das osmotische Gleich- 
gewicht erst nach 12 Stunden ein. 


b) Osmotische Verhalinisse normaler unbehandelter Blatter 


Da Elodea schon haufig zu zellphysiologischen Studien verwendet wurde, liegen 
iiber die osmotischen Verhaltnisse zahlreichhe Angaben vor (Walter 1951. 
Gamma 1932, Collins 19314, Kressin 1935, Borriss 1938, Ruge 1940, 
Fischer 1948). AuBer Collins (1931) konnten alle Autoren in ausgewachse- 
nen Blattern ein Gefalle von der Spitze zur Basis hin beobachten und feststellen. 
daf wachsende Blatter einen geringeren osmotischen Wert aufweisen als aus- 
gewachsene. 


Eigene Untersuchungen konnien die erwahnien Angaben bestatigen: In 
ausgewachsenen Blittern besteht ein Gradient von der Spitze zur Basis, in 
jungen Blattern ist der OG geringer als in alten. Bei der Untersuchung von 
drei verschiedenen Altersstufen junger wachsender Blatter (8, 12, 16mm) 
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wurde an diesen ein anders gerichteter Gradient beobachtet als an den aus- 
gewachsenen Blattern. Nachdem die Blatter 30 Minuten lang in Glucose- 
lésung gelegen hatten, konnten nur in ausgewachsenen Zonen Abhebungen 
beobachtet werden, im Meristem und in der Streckungszone dagegen nicht. 
Erst nach 12 Stunden hatte das Plasmolytikum auch in den Wachstumszonen 
Abhebungen bewirkt. In den Blattern 1 und 2 fallt die Blattmitte, in Blatt 3 
die Blattbasis durch den geringsten osmotischen Wert auf. Die Werte der 
Spitzenzone liegen etwas héher, erreichen aber nur in der Spitze des dlte- 
sten Blattes den OG eines véllig ausgewachsenen Blattes. Zur meristemati- 





Zellange 
inp 2004 














‘4 4 4 
as ? 


2 4 6 8 ® @ & & &  PmmBlatinge 
Abb. 1. Vergleich der Gradienten der Zellinge und des osmotischen Wertes. 
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schen Zone der Blatter 1 und 2 hin steigt der osmotische Wert ebenfalls an. 
Die Versuche wurden mit KCl-Lésung als Plasmolytikum wiederholi. Auch 
hier war nach 30 Minuten das osmotische Gleichgewicht in den Wachstums- 
zonen noch nicht erreicht, sondern etwa erst nach 2 Stunden. Bei Beriicksich- 
tigung des isosmotischen Koeffizienten konnten die Glucosewerte bestatigt 
werden. 

Versucht man, Zusammenhange zwischen Zellsaftkonzentration und den 
Wachstumsvorgingen festzustellen (Abb. 1), so ergibt sich, da in allen 
Blattern die geringsten osmotischen Werte am Ende der Streckungszone und 
in der angrenzenden Blattzone. die bereits ausgewachsen ist, sich aber von 
der Spitzenzone durch ihre blafgriine Farbe unterscheidet, gemessen wur- 
den. Wenn in Blatt 3 die geringsten osmotischen Werte an der Basis zu 
beobachten sind, so stimmt das, wie einem Vergleich der Zellangen zu ent- 
nehmen ist, mit den Verhaltnissen in Blatt 1 und 2 iiberein, denn die Zellen 
an der Basis von Blatt 3 haben ihre gréBte Streckung schon vollendet. Im 
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wachsenden Elodea-Blatt weisen also die basalen meristematischen Zellen 
einen relativ hohen osmotischen Wert auf. Mit dem Beginn der Zellstreckung 
sinkt die Zellsaftkonzentration ab und erreicht am Ende der Streckungszone 
ihr Minimum, das auch in der anschlieRenden blakgriinen Zone erhalten 
bleibt. Ein Anstieg ist erst in der tiefgriinen Spitzenzone des Blattes zu 
beobachten. 


c) Verainderungen des osmotischen Wertes ausgewachsener isolierter Blatter 


In der Literatur finden sich haufig Angaben iiber jahreszeitlich bedingte 
Schwankungen der Zellsaftkonzentration. Walter (1931) gibt den maxi- 
malen Wert fiir Elodea im Winter mit 12,7 atm., im Sommer mit nur 
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Abb. 2. Veranderungen des osmotischen Wertes ausgewachsener Blatter nach Vor- 
behandlung mit m/150 NaCl-, KCl-, CaCl,-Liésung, Standortwasser und Aq. bidest. 
in dunkel gehaltenen und belichteten Sommerversuchen, 


10,8atm. an. Gahlen (1935) fand bei fast gleichbleibenden Werten den 
héchsten Wert im Juni. In eigenen Versuchen schwankten die Werte aus- 
gewachsener Blatter in der Zeit von Mai bis November zwischen 0,37 und 
0,4 mol. Glucose, von November bis Marz zwischen 0.32 und 0,35 mol. Der 
Maximalwert wurde im Juli erreicht. 

Schon einen Tag nach dem Abtrennen der Blatter ist bei belichteten 
Versuchsserien ein allgemeiner Anstieg des osmotischen Wertes zu verzeich- 
nen (Abb. 2), der sich am deutlichsten bei den in Kaliumsalzlésungen lie- 
genden Blattern auspragt und hier auch in den folgenden Tagen am stark- 
sten bleibt, waihrend in den anderen Lésungen der Anstieg etwas geringer 
ist. Wie Abb. 2 zeigt, handelt es sich in den ersten Tagen nur um einen 
Uniterschied von 0,05 mol. Glucose zwischen der Zellsaftkonzentration von 
Blattern in KCl- und in NaCl- bzw. CaCl,-Lésungen. Nach 5 Tagen ver- 
groRert sich diese Differenz, da der OG der in CaCl,-Lésungen eingelegten 
Blatter ziemlich konstant bleibt, in KCl-Lésungen aber ein weiterer Anstieg 
zu beobachten ist, der bei Sommerversuchen nach 14 Tagen fast das Dop- 
pelte des Ausgangswertes erreicht und sich dann nicht weiter erhéht. In 
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Na-Salzlésungen steigt der osmotische Wert schneller und stirker an als in 
Ca-Salzlésungen, erreicht aber die Kaliumwerte nicht. 

Da in KCI- und KNO,-Lésungen dieser Anstieg gleichlaufend erfolgt 
(Abb. 3), muB man in diesem Falle den Kationen die entscheidende Rolle 
zuschreiben. Auch ein Vergleich zwischen NaCl und NaNO, und zwischen 
CaCl, und Ca(NO,), laBt erkennen, daf keine wesentlichen Unterschiede 
zwischen den Verianderungen, die durch Chlorid- oder Nitratlésungen her- 
vorgerufen werden, bestehen und daf die ausschlaggebende Wirkung den 
Kationen zukommi. Unter- 
00 m6 schiede in der Kalium- und 

050; Natriumwirkung  weisen 





darauf hin, daB es sich bei 
dem starken Anstieg des 
OG nicht um einen allge- 
meinen Effekt einwertiger 
Kationen handelt, sondern 
um einen spezifischen Ka- 
liumeffekt. 

Als zweiwertige Kat- 
ionen wurden auferdem 
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ihrer Wirkung auf den 
OG untersucht. In BaCl.- 
Lésung sterben die Blatter 
in m/100 Lésung schon nach 

7 -& Tage 3—5 Tagen ab, in m/1000 
Abb. 3. Veranderungen des osmotischen Wertes Lésung nach etwa 10 Ta- 
ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit gen. Im Gegensatz zu al- 
m/100 Salzlésungen in belichteten Winterversuchen. len anderen verwendeten 











Lésungen ist von Anfang 
an kein Anstieg des OG zu bemerken, sondern nach etwa zweitagi- 
gem Gleichbleiben ist in der subletalen Phase ein Absinken des osmoti- 
schen Wertes zu beobachten, das sich in m/100 Lésung schneller vollzieht als 
in m/1000 Lésung. In Mg(NO,),-Lésung entsprechen die Veranderungen 
ungefahr den in Ca(NO,),-Lésung beobachteten. Die von anderen Einsalz- 
lésungen abweichende Wirkung des BaCl, diirfte auf der Giftwirkung des 
Bariums beruhen. 

Derartige Verschiebungen des osmotischen Wertes werden nicht nur 
durch Einsalzlésungen hervorgerufen. Kultiviert man isolierte Elodea-Bliat- 
ter in Standort- oder Leitungswasser, so steigt der OG ebenfalls stark an, 
so daft Werte erreicht werden, die nur etwas unter den durch Kalium- 
einwirkung bedingten Werten liegen. Da im Standort- und Leitungswasser 
Ca-lonen weit iiberwiegen, hatte man eher ein Verhalten erwartet, das dem 
der in Ca-Lésung kultivierten Blatter entspricht. In Aq. bidest. dagegen ist 
nur ein geringer Anstieg zu verzeichnen. Die Abb. 2 erméglicht einen Ver- 
gleich der Veranderungen des osmotischen Wertes von Blattern in KCL-. 
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NaCl-, CaCl,-Lésungen, Standortwasser (St) und Aq. bidest. (B) in belich- 
teten und dunkel gehaltenen Sommerversuchen. 


Verfolgt man die Versuche iiber langere Zeit, so ist in der ersten Woche 
starkes Ansteigen zu bemerken, in der zweiten Woche weitere Zunahme des 
OG und bis zur vierten Woche Gleichbleiben bzw. leichtes Absinken. Aus 
dem Verhalten der in Standortwasser gehaltenen Blatter ist zu ersehen, daf 
der OG schon allein infolge der Isolation ansteigt, was durch die in den 
Blattern an der Basis und in der Mittelrippe vorhandene Reservestirke, die 
in osmotisch wirksame Substanzen iiberfiihrt wird, verursacht wird. Der 
Anstieg der Zellsaftkonzentration der dunkel gehaltenen Blatter ist sicher 
hauptsachlich darauf zuriickzufiihren, wie verdunkelte isolierte Blatter in 
Standortwasser beweisen. Um den Einflu® der Reservestarke auszuschalten, 
wurden Sprosse 2 ‘Page vor dem Abirennen der Blatter verdunkelt. Dadurch 
wurde der gréfte Teil der Starke abgeleitet, so daf die Zunahme des osmo- 
tischen Wertes auf Grund der Starkehydrolyse wegfiel. Bei dann auch wah- 
rend des Versuches dunkel gehaltenen Serien konnte nur ein ganz geringer 
Anstieg (0,03 mol. Glucose) beobachtet werden, bei hell gehaltenen Ver- 
suchen dagegen fiel zwar der starke Anstieg in den ersten Tagen weg, doch 
blieb eine langsame Erhéhung erhalten. Man muB also die Mitwirkung der 
Assimilation und die Bildung von osmotisch wirksamen Assimilations- 
produkten annehmen. Da bei der Vorverdunklung viele kaum konirollier- 
bare Faktoren (Erwairmung, schlechter Gasaustausch usw.) die Versuchs- 
ergebnisse stéren kénnen, wurde von ihrer allgemeinen Anwendung ab- 
gesehen. Im Vergleich zu belichteten Versuchsserien verandert sich der OG 
in dunkel gehaltenen Serien bedeutend weniger und erreicht schon nach 
wenigen Tagen sein Maximum. Selbst in KCI-Lésung und Standortwasser 
wurde ein Wert von 0.5 mol. Glucose nicht iiberschritten. Ein Absinken 
unter den Anfangswert konnte auch bei vorverdunkelten Blattern nur in 
BaCl,-Lésung: beobachtet werden. Das Verhaltnis, in dem die Lésungen auf 
den OG einwirken, entspricht dem in belichteten Versuchen beobachteten. 
Die. Reihenfolge des Anstiegs ist wie in hell gehaltenen Versuchen: Ba ¢ Aq. 
bidest. < Mg ¢ Na< St = L¢ K. 

Wie die Zellsaftkonzentration selbst sind auch ihre Veranderungen 
jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen. Eine Gegeniiberstellung von 
Sommer- und Winterkurven (Abb. 3 und 2) ergibt, da beide gemeinsame 
charakteristische Ziige besitzen, so z. B. den starken Anstieg des OG der mit 
Kaliumsalzlésungen behandelten Blatter im Gegensatz zu den mit Calcium- 
salzlésungen behandelten. Im Sommer kann nach einer Woche Versuchs- 
dauer bei einem 0,4 mol. Glucose entsprechenden Ausgangswert in K-Salz- 
ljésungen und in Standortwasser ein Anstieg auf einen OG, der 0,6 mol. 
Glucose entspricht, gemessen werden, in Ca-Salzlésungen und Aq. bidest. 
auf 0.55mol. Im Winter werden bei einem Kontrollwert am Sprof von 
0,35 mol. Glucose in K-Salzlésungen 0,52 mol. Glucose erreicht, in Ca-Salz- 
lésungen nur 0,41 mol. Die geringe Veranderung des OG in dunkel gehal- 
tenen Versuchen ist sowohl in Sommer- als auch in Winterversuchen zu 
beobachten. 
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d) Verainderungen des osmotischen Wertes isolierter junger wachsender 
Blatter 

Wie Abb. 1 zeigte, besteht ein Zusammenhang zwischen osmotischem 
Wert und Streckungswachstum in dem Sinne, dafi der osmotische Wert nach 
der maximalen Streckung auf sein Minimum absinkt. Dieser Gradient 
gleicht sich schon in den ersten Tagen nach dem Abtrennen aus. Die héch- 
sten Zellsaftkonzentrationen sind dann an der Blattbasis zu finden; nach 
den Blattspitzen hin ist ein geringes Absinken zu verzeichnen. Der OG der 
Streckungszone ist von 0,22 mol. auf 0,25 mol. Glucose angestiegen. 

Durch das Ablésen vom Sprof selbst wird bei den wachsenden Blattern 
zumeist kein allgemeiner Anstieg des osmotischen Wertes bewirkt. Bei 
dunkel gehalitenen Versuchsserien wurden keine Anderungen des OG durch 
verschiedene Behandlung festgestellt. In den belichteten jungen Blattern 
steigt der OG in der ersten Versuchswoche wie bei den dunkel gehaltenen 
kaum an. Erst etwa 8 Tage nach Versuchsbeginn kann in K-Salzlésungen, 
Standortwasser und Leitungswasser eine Erhéhung der Zellsaftkonzentra- 
tion festgestellt werden, wie sie schon bei ausgewachsenen Blattern beschrie- 
ben wurde. Im Durchschnitt entsprechen die osmotischen Werte belichteter 
junger Blatter in der zweiten Versuchswoche einer 0,35 mol. Glucoselésung, 
in K-Salzlésungen, Standortwasser und Leitungswasser bis zu 0,45 mol. 
Glucose. Starkeres Absinken der Zellsaftkonzentration tritt nur in Einsalz- 
lésungen auf, in denen sich die Blatter im subletalen Zustand befinden, wie 
z. B. in BaCl,-Lésung. 


2. Plasmolyseform- (PIf-) und Plasmolysezeit- (Plz-) Versuche 


Da Elodea eines der beliebtesten Objekte fiir zellphysiologische Untersuchungen 
ist, fehlt es nicht an Angaben iiber Plasmolysezeit und -form. Ich méchte nur 
die fiir die vorliegenden Untersuchungen wichtigen Arbeiten herausgreifen. 
Strugger (1934) und Borriss (1938) untersuchten vergleichend ausgewachsene 
und wachsende Blatter, Borriss (1938) und Ruge (1940) Veranderungen, die bei 
der Entwicklung der Blattzaihne auftraten. Fischer (1948) zog auch alternde 
Blatter mit in den Kreis der Betrachtung. Mit der protoplasmatischen Anatomie 
des Elodea-Blaties beschiftigten sich besonders Moder (1952) und Esterak 
(1935). Moder maf die kiirzesten Plasmolysezeiten in Harnstofflésungen an der 
Blattbasis, zur Spitze hin verlangerte sich die Plz. Este rak dagegen beobachteie 
nach Plasmolyse mit verschiedenen Plasmolytika die ersten Konvexplasmolysen 
kurz unterhalb der Blattspitze. 


Eigene Untersuchungen ergaben, daft die ersten konvexen Plasmolysen 
in der Blattspitze auftraten. In einem Klon mit schmalen, langen Blattern 
lag das Plz-Minimum etwas unterhalb der Spitze, bei dem zu allen iibrigen 
Versuchen verwendeten breitblattrigen Klon wurden zur Spitze hin nur 
selten langere Plzen gemessen. Im allgemeinen rundeten sich die Proto- 
plasten der Zellen an der Blattspitze in der Nahe der Mittelrippe zuerst ab. 
Von dort aus breitete sich die Konvexplasmolyse zum Blattrand und zur 
Blattbasis hin aus. Abgesehen von den ersten drei basalen Zellreihen 
(Wundwirkung), konnten die am starksten konkaven Protoplasten an der 
Blattbasis gefunden werden, wo auch das Plz-Maximum zu beobachten war. 
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Wie schon einleitend bemerkt, wurden nur Blatter aus der Region 4—-15 cm 
unterhalb der Knospe als ausgewachsene Blatter verwendet. Die basalen 
alternden und die apikalen jungen Blatter blieben unberiicksichtigt. Trotz- 
dem war es nicht méglich, villig gleiche Plz zu erzielen. Selbst Blatter, die 
demselben Wirtel entnommen waren, unterschieden sich in der PIf und Plz. 
Die Werte fiir die Blattbasis schhwankten zwischen 35 und 45 Minuten, fiir 
die Blattspitze zwischen 20 und 30 Minuten. Die PIf unbehandelter Blatter 
war zu Anfang der Plasmolyse stark konkav. Die Abrundung begann nach 
etwa 20 bis 25 Minuten von der Spitzenzone her. 


Die Kontrolle der PIf und Plz erfolgte sofort nach der Bestimmung des os- 
motischen Wertes, aber an anderen Blattern. Zur Plasmolyse wurden die Blatter 
in Esmarchschalchen mit je 10ml Plasmolytikum eingelegt und diesen nur zu 
den Kontrollen mit viel Fliissigkeit entnommen. 


a) Veriinderungen der PIf und Plz ausgewachsener isolierter Blatter 
unter der Einwirkung von Einsalzlésungen 


Da sich bei der Verwendung von Lésungen verschiedener Salze als Plas- 
molytikum Unterschiede in der PIf und Plz ergeben, war zu erwarten, daft 
auch hypotonische Salzlésungen ahnliche Wirkungen hervorzurufen ver- 
mogen. 

Frisch vom Sprof abgetrennte Elodea-Blatter wurden in m/50, m/100 
oder m/150 Lésungen der Alkali- und Erdalkalichloride und -nitrate ein- 
gelegt und in Licht- und Dunkelthermostaten aufgestellt, so da neben der 


Beobachtung der Salzwirkung auch der Einflu8 der Belichtung verfolgt wer- 
den konnte. 


In den Abb. 4a und b sind die Plzen von Blattern, die in Standort- 
wasser (St), Aq. bidest. (Bid.), m/50 NaCl-, KCl- und CaCl,-Lésungen ein- 
gelegt waren, dargestellt. Die Plasmolyse erfolgte mit einem dem OG rela- 
tiv angepaften Plasmolytikum (dreifache Hypertonie). Auch bei isolierten 
Blattern rundeten sich die Protoplasten der Spitzenregion friiher ab als die 
Protoplasten der basalen Blatthalfte. Die in der Abbildung eingetragenen 
Werie stellen Mittelwerte beider Zonen dar. Vergleicht man die Werte mit 
der Plz von normalen unbehandelten, frisch vom Sprof abgetrennten Blit- 
tern, die 25—45 Minuten betriigt, so ist am ersten Versuchstag kaum eine 
Veranderung festzustellen. Doch schon am zweiten Versuchstag sind charak- 
teristische Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungsarten zu 
bemerken. Die in CaCl,-Lésung oder Standortwasser eingelegten Blatter 
vollenden ihre Konvexplasmolyse nach kiirzerer Zeit als die mit Aq. bidest.. 
NaCl- und KCl-Lésung behandelten Blatter. Diese Unterschiede bleiben bei 
zweiwochiger Versuchsdauer bestehen, so da man zwei Gruppen unter- 
scheiden kann: 1. Blatter aus Standortwasser und CaCl,-Lésung mit kurzer 
Plz und 2. Blatter aus Aq. bidest., NaCl- und KCI-Lésungen, in denen lan- 
gere Plzen aufireten. Innerhalb dieser beiden Gruppen konnten nur geringe 
Unterschiede beobachtet werden. In der ersten Gruppe waren die Werte 
der Siandortwasser- bzw. Leitungswasserblatter fast immer, besonders vom 
vierten Versuchstag an, niedriger als die Werte der CaCl,-Blatter, in der 
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zweiten Gruppe zeichnen sich die KCl-Blatter durch besonders lange Plz 
aus, doch kommt es in den ersten Versuchstagen haufiger vor, da die NaCl- 
Werte hoher liegen als die KCl-Werte. Nach 4—5 Tagen besteht zumeist die 
Reihenfolge: KCI, NaCl, Aq. bidest., CaCl,, St = L. Gegeniiber der Plz un- 
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Abb. 4. Veranderungen der Plz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 

m/50 NaCl-, KCI-, CaCl,-Lésung, Standortwasser und Aq. bidest. in belichteten (a) 

und dunkel gehaltenen (b) Versuchsserien. Plasmolytikum mit relativem Hypertonie- 
grad. 


behandelter Kontrollblatter ist die Plz behandelier Blatter etwa vom zwei- 
ten Versuchstage ab herabgesetzt. 

Zum Vergleich seien im folgenden die Kurven der Plzen mit konstanter 
Konzeniration des Plasmolytikums angefiihrt, die sich bei oben beschrie- 
bener Vorbehandlung der Blatter nach Plasmolyse in 0,75 mol. KCI-CaCl.- 
Lésung ergeben (Abb. 5a und b). Wie in Abb. 4 ist ein allgemeiner Abfall 
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der Plzen festzustellen, der in belichteten Serien schneller und starker er- 
folgt als in dunkel gehalienen. In verdunkelien Versuchen werden 24 Stun- 
den nach der Isolation noch Plzen gemessen, die etwa den Zeiten normaler 
Blatter entsprechen, in belichteten Serien dagegen ist schon nach 24 Stunden 
und besonders nach 48 Stunden eine starke Verkiirzung der Plzen zu be- 
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Abb. 5. Veranderungen der Plz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 

m/50 NaCl-, KCI-, CaCl,-Lésung, Standortwasser und Aq. bidest. in belichteten (a) 

und dunkel gehaltenen (b) Versuchsserien. Plasmolyse in 0,73 mol. KCl-CaCl.- 
Gemisch. 


merken. Da die osmotischen Werte ansteigen, wie aus Abb. 2 zu ersehen ist, 
kann eine Verkiirzung der Plz nicht ausbleiben, denn das 0,75 mol. Plasmo- 
lytikum wird im Laufe des Versuchs immer weniger hypertonisch. Die bei 
Plasmolyse mit dem OG angepaftten Liésungen beobachteten charakteristi- 
schen Unterschiede nach den verschiedenen Behandlungen sind hier erst 
nach 5 Tagen und nicht so deutlich ausgepriagt zu bemerken. Durch die Ver- 
ainderungen des OG werden die Plz-Unterschiede verdeckt. Da gerade bei 
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KCl-Behandlung die Zellsaftkonzentration stark ansteigt, ist das 0,75 mol. 
Plasmolytikum fiir die mit CaCl,-Lésung vorbehandelten Blatter stirker 
hypertonisch als fiir mit KCl-Liésung behandelite Blatter. 

Die Ergebnisse der Behandlungen mit m/100 Salzlésungen entsprechen 
den mit m/50 Lésungen erhaltenen Resultaten. In diesen Versuchsreihen 
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Abb. 6. Verinderungen der Plz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 

m/100 NaCl-, NaNOs-, KCI-, KNO,-, CaCl.-, Ca(NO ).-Lésung, Standortwasser und 

Leitungswasser in belichteten (a) und dunkel gehaltenen (b) Versuchsserien. Plas- 
molytikum mit relativem Hypertoniegrad. 


wurden zum Vergleich auch die Nitrate von Na, K und Ca herangezogen, 
um zu priifen, ob es sich bei den beschriebenen Verainderungen um spezi- 
fische KCI- bzw. CaCl,-Wirkungen handelt oder ob auch KNO,- bzw. 
Ca(NO,),-Lésung in Elodea-Blittern gleiche Effekte hervorzurufen ver- 
mégen. In Abb. 6a und b sind die Ergebnisse der Versuche mit m/100 Salz- 
lésungen dargestellt. Wie schon bei den mit m/50 Salzlésungen behandelten 
Blattern bemerkt, war auch hier in den ersten Versuchstagen keine be- 
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stimmte Richtung der Veranderungen zu erkennen. Am dritten Versuchstag 
dagegen besteht schon ein deutlicher Unterschied zwischen KCI- und KNO,- 
Blattern einerseits und CaCl,-, Ca(NO,),-, St- und L-Blattern andererseits. 
Die in K-Lésungen eingelegten Blatter zeichnen sich wieder durch besonders 
lange Plzen aus, die mit Ca-Lésungen, St und L behandelten durch kurze 
Plzen. Zwischen der durch Nitratlésungen oder durch Chloridlésungen be- 
wirkten Verschiebung der Plzen bestehen keine nennenswerten Unter- 
schiede. 

LaRt man aufer acht, ob Nitrat- oder Chloridlésungen angewendet wur- 
den, ob die Versuche belichtet oder dunkel gehalten wurden, so ergeben sich 
fiir die in den verschiedenen Salzlésungen kultivierten Blatter folgende 
Plz-Werte: 

Na-Salzlésungen . . 30 Minuten 
K-Salzlésungen . . . 33 Minuten 
Ca-Salzlésungen . . 20 Minuten 
Aq. bidest. . . . . 26 Minuten 
Leitungswasser } 


a ' 
Standortwasser 20 Minuten 


Die Zahlen stellen Durchschnittswerte der Plzen dar, die bei zehntagiger 
Versuchsdauer fiir die verschiedenen Behandlungsarten ermittelt wurden. 
Das Ergebnis spricht eindeutig dafiir, da® die mit Na- und K-Salzlésungen 
behandelten Blatter wesentlich langere Zeit bis zur Abrundung benétigen 
als mit Ca-Lésungen behandelte Blatter. 


Ahnlich wie mit der Plz-Methode sind auch mit der Plf-Methode deut- 
liche Unterschiede im Verhalten der Blatter nach der Behandlung mit Ein- 
salzlésungen festzustellen. Kurz nach dem Einlegen in das Plasmolytikum 
ist in den ersten Versuchstagen an mit KCl- und KNO,-Lésungen behan- 
delten Blattern Krampfplasmolyse zu beobachten, an mit Ca-Lésungen be- 
handelten Blattern Konkavplasmolyse. Im folgenden soll der 5. Versuchstag 
herausgegriffen werden, um die PIf der verschieden behandelten Blatter 
vergleichend zu betrachten. In bezug auf die Plz sind am 5. Versuchstag 
schon deutlich zwei Gruppen zu unterscheiden: 


1. CaCl,-, Ca(NO,),-, Leitungswasser- und Standortwasserbliatter mit 
15—20 Minuten Plz und 
2. NaCl-, NaNO,-, KCI-, KNO,- und Aq. bidest.-Blatter mit 25—30 Mi- 


nuten Plz. 


Vergleicht man 10 Minuten nach Plasmolysebeginn die Pf, so stellt man 
fest, da® in den Blattern, die in KCl-Liésung eingelegt waren, die Proto- 
plasten abgelist, aber nicht vollstaindig gerundet sind, sondern konkave 
Eindellungen und lang ausgezogene Plasmafortsiatze zeigen, die haufig 
durch Hechtsche Faden mit den Zellwanden verbunden sind. In mit KNO,- 
Lésungen behandelten Blattern ist ahnliche Plf zu beobachten. Die PIf der 
mit NaCl- und NaNO,-Lésungen behandelten Blatter unterscheidet sich 
kaum von derjenigen, die mit K-Salzlésungen behandelte Blatter zeigen. 


Wie bei der Verwendung von KCl- oder KNO,-Lésungen besteht auch bei 


Protoplasma, Bd. XLVIII/1 2 





18 Elisabeth Giinther 


der Behandlung mit NaCl- oder NaNO,-Lésungen kein wesentlicher Unter- 
schied in der Plf der mit Nitrat- oder Chloridlésungen behandelten Blatter. 
Nach Einwirkung von NaNO,-Lésung ist die Plf in den ersten Versuchs- 
tagen etwas starker konkav. 

Ein voéllig anderes Bild bietet sich bei der Betrachtung mit Ca-Salz- 
lésungen behandelter Blatter. Schon nach 10 Minuten Plasmolysedauer ist 
ein groRer Teil der Zellen véllig konvex plasmolysiert. Es ist ein einheit- 
licher, konvexer Protoplast zu beobachten, von dem kaum Hechtsche Faden 
ausgehen. Bei dunkel gehaltenen Versuchsserien ergibt sich das gleiche Bild. 
Die aus Ca(NO,).-Lésung entnommenen Blatter runden sich etwas spiater 
ab als die in CaCl,-Lisung kultivierten. Die Plf der Ca(NO,),-Blatter ist 
nach 10 Minuten erst an der Blattspitze konvex, an der Blattbasis sind 
haufig konkave Formen zu beobachten, die aber nie in lange Plasmafort- 
satze auslaufen und auch nicht in Hechtsche Faden ausgezogen sind wie bei 
den mit K- und Na-Salzlésungen behandelten Blattern. Vollig zu gleich- 
mafigen konvexen Plasmolyseformen abgerundet sind die Protoplasten der 
mit Leitungswasser oder Standortwasser behandelten Blatter. 

Die durch Aq. bidest. ohne Salzzusatz bewirkte PIf ist dagegen der durch 
K- oder Na-Lésungen bewirkten Plf sehr ahnlich. Es tritt Konkavplas- 
molyse ein und der Protoplast ist zu langen Plasmafortsatzen ausgezogen. 

Diese Unterschiede in der Plf, die mit den Plz-Resultaten iibereinstim- 
men, sind nicht nur nach 5 oder 10 Tagen Versuchsdauer in so ausgeprigter 
Form zu finden, wie aus der Abb. 6 fiir die Plz zu ersehen ist, sondern auch 
noch nach 15 Tagen. Bei Behandlung mit K- und Na-Salzlésungen ergibt 
sich 10 Minuten nach dem Einlegen ins Plasmolytikum etwa folgendes Bild: 
Der von der Zellwand weitgehend abgeléste Protoplast ist leicht konkav 
eingewolbt. Zu den antiklinen Zellwanden hin sind Plasmafortsatze aus- 
gestreckt, die nur in wenige Hechtsche Faden auslaufen. In 15 Tage mit 
CaCl,-Lésung behandelten Blattern sind die Protoplasten schon nach 
wenigen Minuten vollig abgerundet. Auch die mit Ca(NO,),-Lésung behan- 
deliten Blatter weisen nach 10 Minuten Plasmolyse konvexe PIf auf, die 
Protoplasten sind aber nicht so vollstandig abgerundet wie bei CaCl.- 
Behandlung. In Leitungswasser oder Standortwasser eingelegte Blatter plas- 
molysieren konvex, obwohl sie mit verhaltnismafig konzentriertem Plas- 
molytikum (1,03 mol. KCl-CaCl.-Lésung) behandelt werden miissen, da der 
OG dieser Gruppe besonders stark ansteigt. Schon 5 Minuten nach Plas- 
molysebeginn liegen die Protoplasten véllig abgerundet in der Mitte der 
Zelle. 

Obwohl sich nach lingerer Versuchsdauer die Plz allgemein stark ver- 
kiirzt, bleiben Unterschiede in der PIf zwischen KCl-, KNO,-, NaCl-, 
NaNO,- und Aq. bidest.-Blattern einerseits und CaCl,-, Ca(NO,),-, Stand- 
ortwasser- und Leitungswasser-Blattern andererseits bestehen. 

Im allgemeinen plasmolysieren die dunkel gehaltenen Blatter konkaver 
als die hell gehaltenen, die Plz ist dementsprechend langer. Bei Plasmolyse 
mit gleich konzentriertem Plasmolytikum (0,75 mol.) ist hier ein Unterschied 
durchaus zu erwarten, da die osmotischen Werte der hell gehaltenen Ver- 
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suche stark ansteigen, die der dunkel gehaltenen nur sehr wenig. Das 
Plasmolytikum ist fiir die belichteten Serien bedeutend weniger hyper- 
tonisch als fiir die dunkel gehaltenen, und demzufolge miissen sich die 
Protoplasten der hell gehaltenen Blatter eher abrunden als die der Dunkel- 
varianten. Wenn diese Unterschiede im Hypertoniegrad aber durch eine 
verschiedene Konzentration der Plasmolytika ausgeglichen werden, ist anzu- 
nehmen, daft es sich bei den so ermittelten Werten um reale Plasmaunter- 


schiede handelt. 


Bei Behandlung mit schwacher konzentrierten Salzlésungen, z. B. m/150, 


bleiben die charakteristischen Unterschiede bestehen (Abb. 7). Die beiden 
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Abb. 7. Durchschnittliche Plz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 

m/150 NaCl-, KCl-, CaCl,-Lésung, Standortwasser und Aq. bidest. nach Plasmolyse 

in relativ hypertonischem KCl-CaCl,-Gemisch. H = hell, D = dunkel gehaltene 
Blatter. 


ersten Diagramme stellen Durchschnittswerte der Plzen der ersten 6 Tage 
dar, die folgenden Durchschnittswerte 14tagiger Versuche. Wiahrend bei 
belichteten Versuchsserien schon aus dem Durchschnitt der ersten sechs Ver- 
suchstage klar zu ersehen ist, daf® die in CaCl,-Lésung und Standortwasser 
kultivierten Blatter gegeniiber KCl-Lésung und Aq. bidest. herabgesetzt 
sind, werden diese Unterschiede in dunkel gehaltenen Versuchen erst aus 
dem 14tagigen Durchschnitt deutlich. Nach Behandlung mit schwacher kon- 
zentrierten Salzlésungen ergeben sich also gleiche Verhialtnisse wie bei Ver- 
suchen mit m/50 und m/100 Salzlésungen. 


AbschlieBend soll noch kurz die PIf und Plz von Blattern, die mit Ba- und 
Mg-Lésungen behandelt wurden, erwahnt werden. Da sich in BaCl,-Lésung der 
OG verringert, ist 0,75 mol. KCl-CaCl,-Lésung schon ziemlich stark hypertonisch 
und bewirkt unendlich lange Plz. Im angepaften Plasmolyticum entspricht die 
Plz der wenigen iiberlebenden Zellen etwa der von Na-Salzlésungen. Nach Be- 
handlung mit Ba(NO,).-Lésungen ist in den lebenden Zellen sehr schnelle 
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Abrundung des Protoplasten zu beobachten. Aus Mg(NO,).-Lésungen entnommene 
Blatter fallen durch lange Plz auf. Basal ist haufig Krampfplasmolyse festzu- 
stellen, wahrend an den Blattspitzen Schrumpfplasmolysen den Protoplasten 
irreversibel verdindern, so daf eine Giftwirkung des Mg(NO,), angenommen 
werden muff (vgl. Brenner 1920, Wischmann 1910 und Benecke 1907). 

Alle bisher angefiihrten Bestimmungen der Plz und PIf wurden an Blat- 
tern durchgefiihrt, die im Dunkel- bzw. Lichtthermostaten mit Leuchtstoff- 
rohrenbeleuchtung kultiviert wurden. In diesen Versuchsreihen konnte der 
Einflu8 verschiedener Milieufaktoren auf das Plasma ermittelt werden. Der 
physikalische Faktor ,,Licht* wirkte gréRtenteils verkiirzend auf die Plz ein. 
Wesentlich deutlicher war dieser Einflu& des Lichtes in Versuchen zu be- 
obachten, die dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt waren. Die Dunkelkon- 
trollen wurden durch Dunkelstiirze vor Lichteinfall geschiitzt. 

Um ein Bild von den verschiedenen Plzen der basalen und apikalen 
Blatthalften zu vermitteln, sollen die Ergebnisse entsprechender Versuche 
in Form von Tabellen angefiihrt werden. In Tab. 1 sind die Werte des 
3. Versuchstages angegeben. 


Tab. 1. Plz ausgerachsener Blatter 3 Tage nach der Isolation und Behandlung mit 
Standortwasser (STH), Leitungswasser (LH) und Aq. bidest. (BH) in belichteten 
Versuchen, Standortwasser (STD), Leitungswasser (LD) und Aq. bidest, (BD) in 
dunkel gehaltenen Versuchen. 
Plz 1 = in gleichkonzentriertem Plasmolytikum plasmolysiert. Plz 2 = Kon- 
zentration des Plasmolytikums dem OG relativ angepaft. B = _ Blattbasis, 
Sp = Blattspitze, M = Mittelwert des Gesamtblattes. K = frisch vom Sprof8 ab- 
getrenntes Kontrollblatt. 
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Die Protoplasten der in Standortwasser und Leitungswasser gehaltenen 
belichteten Blatter runden sich wesentlich schneller ab als die iibrigen. 
Gegeniiber dem Kontrollwert ist die Plz in gleichkonzentriertem Plasmoly- 
tikum auf ein Drittel abgesunken, in einem dem OG angepaftten Plasmoly- 
tikum auf die Halfte. Entsprechend verhalt sich die PIf. Schon nach 2 Mi- 
nuten, bzw. in Konz. 2 nach 5 Minuten, sind einige Zellen der Spitzenhialfte 
vollig abgerundet, wahrend die anderen wenig eingedellt und nur noch nach 
einer antiklinen Wand hin etwas zugespitzt sind. Ganz andere PIf weisen 
die in Aq. bidest. eingelegten belichteten Blatter auf. Das Plasma ist stark 
eingedellt und Hechtsche Faden ziehen zu den Zellwianden, die Chloro- 
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plasten sind in Kernnihe stark gehauft und in Form eines breiten griinen 
Bandes angeordnet, das sich quer durch die Zelle erstreckt. Die Protoplasten 
beginnen sich erst abzurunden, wenn die Kontrollblatter bereits konvex 
sind. Auch dann, wenn die Konvexform erreicht ist, unterscheiden sie sich 
von den belichteten Leitungswasserblattern dadurch, da die Chloroplasten 
an einer periklinen Wand systrophiert sind. In Leitungs- und Standort- 
wasser weisen die dunkel gehaltenen Blatter langere Plzen auf als in den 
Lichtversuchen. 

Bis zum 7. Tag verkiirzt sich die Plz der belichteten Leitungs- und Stand- 
ortwasserblatter weiterhin. Die Plz-Werte der dunkel gehaltenen Blatter 
bleiben etwa konstant. 


Tab. 2. Plasmolysezeit ausgerwachsener isolierter Blatter, die 7 Tage mit STH, LH, 
BH, STD, LD und BD behandelt wurden. Die Plf murde 5 Minuten nach dem Ein- 
legen ins Plasmolytikum festgestellt. 

O = Konvexplasmolyse, X = Konkavplasmolyse, K = Krampfplasmolyse. 

i Sonstige Abkiirzungen wie in Tab. 1. 
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In der zweiten Versuchswoche macht sich ganz allgemein eine Ver- 
kiirzung der Plz bemerkbar. In der Tab. 3 sind die Plz- und Plf-Werte fiir 
2 Wochen lang behandelte, isolierte Blatter angegeben. 


Tab. 3. Plasmolysezeit ausgewachsener isolierter Blatter, die 14 Tage mit STH, 
LH, BH, STD, LD und BD behandelt wurden. 


Abkiirzungen wie in Tab. 1 und 2. 





Konz. 1 Plz 1 | Konz. 2 
Behandlung d. Plasmo-|—__________/d. Plasmo- 
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Im 0,75 mol. Plasmolytikum tritt bei allen Blattern verhaltnismafig 
schnell perfekte Plasmolyse ein. Verwendet man dem osmotischen Wert 
angepaRte Plasmolytika, so entsprechen Plz und PIf von mit Aq. bidest. 
behandelten Blattern etwa unbehandelten Konitrollblattern. Auffallend ist 
die sehr kurze Plz von STH- und STD-Blattern, die nur ein Fiinftel bis ein 
Drittel des Wertes unbehandelter Blatter betriagt. 


Bei den oben angefiihrien Versuchen machie sich die starke Veranderung 
des osmotischen Wertes stérend bemerkbar. Wie aus den Versuchen zur Er- 
mittlung des osmotischen Wertes ersehen werden kann, war es méglich, 
durch zweitagige Vorverdunklung der Blatter am Sprof den osmotischen 
Wert nach der Isolation fast konstant zu halten. Es erschien daher ange- 
bracht, die oben angegebenen Resultate mit den nach Vorverdunklung er- 
haltenen zu vergleichen. 


Ganz allgemein werden in den ersten Versuchstagen langere Zeiten bis 
zur Konvexplasmolyse benétigt als in den Versuchsreihen ohne Vorver- 
dunklung. Sehr stark verkrampfie Plf in der Basalzone der Aq. bidest.- 
Versuche und besonders lange Plzen fallen in allen Versuchsreihen auf. In 
Aq. bidest. dauert es in einigen Blattern bis zu 5 Stunden, ehe sich alle 
Protoplasten abgerundet haben. Trotz der verlangerten Plf kommt deutlich 
zum Ausdruck, daf die Plz der LH- und LD-Blitter kiirzer ist als die der 
BH- und BD-Blatter. 


Nach 14 Tagen stimmen die Ergebnisse mit denen, die ohne Vorver- 
dunklung erhalten wurden, fast véllig iiberein, so daf anzunehmen ist, daf 


die Verkiirzung der Plz bei den mit Leitungswasser und Standortwasser 
behandelien Blattern gegeniiber den in Aq. bidest. eingelegten ebenso wie 
die bei den Lichtversuchen gegeniiber den Dunkelversuchen beobachtete 
nicht durch die Verainderung des OG verursacht wird. 


b) Plasmolyseform (PIf) und Plasmolysezeit (Plz) isolierter junger 
wachsender Blatter 


Parallel zu den Untersuchungen an ausgewachsenen Blattern wurden 
die Plzen junger wachsender Blatter bestimmt. Es hat sich als sehr un- 
giinstig erwiesen, fiir die Jungen wachsenden Blatter ebenfalls 0,75 mol. 
KCI-CaCl,-Lésung als Plasmolytikum zu verwenden, da sich die Plz da- 
durch zum Teil auf unendlich verlangert und diese Konzentration auch 
keineswegs dem osmotischen Wert entspricht. Beim Vergleich der Plz junger 
Blatter mit der alter Blatter in gleichkonzentriertem Plasmolytikum sind 
stets die Zeiten der jungen Blatter wesentlich linger. Zum Vergleich der 
jungen Blatter untereinander wurde als Plasmolytikum (Konz. 1) 0,48 mol. 
KCI-CaCl,-Lésung gewahlt. Um auch dem osmotischen Gradienten inner- 
halb eines Blattes gerecht zu werden, ware es erforderlich, jedes Blatt mit 
zwei bis drei verschieden konzentrierten Lésungen zu plasmolysieren, damit 
durch verschiedenen Hypertoniegrad vorgetiuschte Plz-Unterschiede ver- 
mieden werden. Ein Teil der Blatter wurde in 0,48 mol. KCl-CaCl,-Lésung 
(gegen 0,25 mol. Giucose-Lésung dreifach hypertonisch) eingelegt, andere 
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in 0,41 mol. KCl-CaCl,-Lésung (gegen 0,22 mol. Glucoselésung dreifach 
hypertonisch, was dem OG der Mittelzone von Blatt 1 und 2 entspricht). 
Aus der Tab. 4 geht hervor, daf die plasmatischen Gradienten durch 
die geringen osmotischen Gradienten innerhalb des jungen Elodea-Blattes 
nur wenig beeinflu&t werden. Im folgenden wurden daher die osmotischen 
Unterschiede innerhalb eines Blattes nicht durch verschiedene Konzen- 


Tab. 4. Plasmolysezeit junger machsender, frisch vom Sproft abgetrennter Blatter. 





Plz in Stunden 





Plasmolytikum 
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Blatt 1: 8mm | 0,41 mol. 
| 0,48 mol. 
Blatt 2 : 14mm | 0,41 mol. 
0,48 mol. 
Blatt 3 : 20mm 0,41 mol. 
| 0.48 mol. 


“I 
or or or 


sme DO Do - bo 
or or =] bo 


tration des Plasmolytikums beriicksichtigt, sondern es wurde einheitlich mit 
0,48 mol. KCl-CaCl,-Lésung plasmolysiert. Bei isolierten Blattern, deren 
OG sich im Laufe der Versuche veranderte, wurde das Plasmolytikum dem 
Durchschnitts-OG des Blattes angepaft. 


Den Plz-Zonen des Blattes entsprechend kénnen auch drei Plf-Zonen 
am jungen Elodea-Blatt unterschieden werden. Die basale Zone von Blatt 1 
und 2, das Meristem und die Streckungszone, plasmolysiert napfférmig 
(Borriss 1938) mit ausgepragten Plasmolyseorten. Der Hauptteil des 
Plasmas ist auf die basale Zellhalfte beschrinkt, von wo aus Plasmastrange 


und feine Hechische Faden die apikale Zellhalfte durchziehen. 


An der Blattbasis sind auf einer Strecke von 1—2 mm negative Plasmolyseorte 
zur Blattbasis hin zu beobachten, die in der Streckungszone plétzlich in der 
ganzen Breite des Blattes umschlagen. Nach Weber (1929 c) bezeichnet man als 
positiven Plasmolyseort die Stelle der Membran, an der sich der Plasmaschlauch 
abhebt, als negativen Plasmolyseort die Stelle, an der keine Abhebung erfolgt. 
Beim Plasmolyseeintritt heben sich in der meristematischen Zone zuerst die 
Protoplasten der basalen Zellen ab, es ist demnach anzunehmen, daf das Plasmo- 
lytikum von der basalen Schnittfliche her eindringt, was aber keineswegs die 
Ausbildung von positiven Plasmolyseorten zur Basis hin zur Folge hat, im 
Gegenteil, der Plasmaschlauch liegt gerade der basalen Zellwand an. Auf diese 
schmale plasmolysierte Zone folgt ein kleiner Blattbezirk, der 2—5 Minuten lang 
unverdndert bleibt. Dieser unplasmolysierte Streifen engt sich vom Ende der 
Streckungszone und vom Blattrand her ein, von der Mittelrippe nur sehr wenig. 
Die negativen Plasmolyseorte treten in diesem Falle stets an der Zellwand aut, 
von der das Plasmolytikum eindringt. Es scheint also nicht immer so zu sein, daB 
sich der positive Plasmolyseort an der Stelle bildet, an der das Plasmolytikum 
zuerst in die Zelle eindringt (vgl. auch Strugger 1949). Nur wenn nekrotisch 
bedingte Herde in Form von abgestorbenen Zellen vorhanden sind, treten auch 
bei jungen Elodea-Bliattern positive Plasmolyseorte zur Wundstelle hin auf. 
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Die Plf der Streckungszone ist basal napfférmig, apikal verkrampft. 
Die Krampfplasmolyse ist bis weit in die blaRgriin gefarbte, fast ausgewach- 
sene Zone hinein zu verfolgen. Die ausgewachsene Spitzenzone plasmoly- 
siert konkav. Das Auftreten derartiger Gradienten in jungen wachsenden 
Blattern veranlafte Strugger (1934), weitgehende Schliisse auf den Me- 
chanismus des Streckungswachstums zu ziehen, die von verschiedenen Au- 
toren nicht bestatigt werden konnten. Bei eingehenden Untersuchungen an 
Elodea crispa (Borriss 1938) ergab sich, daf an diesem Objekt gerade 
die Protoplasten der Zellen der Streckungszone schneller perfekt konvex 
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Abb. 8. Vergleich der Zellangen und der Plz. Bezeichnungen wie in Abb. 1. 





plasmolysieren als die ausgewachsener Zellen. Ahnliche plasmatische Ver- 
haltnisse wurden an Fontinalis antipyretica gefunden (Borriss und 
Giinther 1952). Ruge (1937) konnte an Helianthus annuus, einem der 
Struggerschen Versuchsobjekte, zeigen, ,,daf die Steigerung der Plasmo- 
lysedauer zeitlich und somit auch entwicklungsphysiologisch dem Beginn 
des Streckungswachstums folgt, also nicht dessen Ursache darstellen kann.“ 
Pirson und Seidel (1950) stellten fest, da bei Lemna-Wurzeln das 
Plz-Maximum in der bereits ausgewachsenen Zone liegt. 

Vergleicht man die an jungen Blattern ermittelten Plz-Werte mit den 
entsprechenden Zellangen (Abb. 8), so scheint der Kurvenverlauf auf einen 
Zusammenhang zwischen Wachstum und Plz hinzudeuten. Das Plz-Maxi- 
mum liegt in der meristematischen Zone, mit zunehmender Zellange ver- 
kiirzt sich die Plz. Bei der Beobachtung der PIf der verschiedenen Blatt- 
abschnitte kénnte bei Hellfeldbeobachtung der Anschein erweckt werden, 
daR das Plasma der Zellen der blafgriinen Zone viskoser sei als das der 
Zellen des Basalteils der Streckungszone. Wahrend leiztgenannte Zellen 
Napfplasmolyse zeigen, also eine der Konkavplasmolyse ahnliche PIf, 
plasmolysieren erstere krampfartig. Untersucht man aber die Napfplas- 
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molyse im Dunkelfeld (Abb. 9), so erkennt man, daft auch dabei stark zer- 
kliiftete, feine Plasmafortsatze auftreten, die in zahlreiche Hechische Fa- 
den auslaufen. 

Im folgenden soll wie bei ausgewachsenen Blattern der Einflu& von 
Licht, Dunkelheit, NaCl-, NaNO,-, KCl-, KNO,-, CaCl.-, Ca(NO,).-Lésung, 
Aq. bidest., Standortwasser und Leitungswasser auf junge wachsende Blat- 
ter geschildert werden. Zu den Versuchen wurden wie bei der Bestimmung 
des OG Blatter von drei verschiedenen Altersstufen untersucht: 8, 12 und 
18mm lange Blatter. Von jedem Blatt wurde die Plz und Plf der meriste- 


Abb. 9. Napfplasmolyse im basalen Teil der Streckungszone bei Dunkelfeld- 
beobachtung. 


matischen Zone, der Streckungszone, der blafgriinen Zone und der ausge- 
wachsenen dunkelgriinen Spitze bestimmt. 


Wenn man die Blatter von frisch dem Kulturbecken entnommenen 
Sprossen abtrennt, so ist, wie aus Tab. 4 zu ersehen, die meristematische 
Zone in einem 0,48 mol. Plasmolytikum nach etwa 10 Stunden konvex plas- 
molysiert, die Blatitmitte nach 2—4 Stunden und die ausgewachsene Spitzen- 
zone nach etwa 1—2 Stunden. Am 1. Versuchistag steigen die Werte fiir die 
meristematische und Streckungszone an, so daf die Zeit bis zum Abrunden 
des Protoplasten mehr als 10 Stunden betragt, die Napfform der Plasmolyse 
bleibt im Meristem und in der basalen Streckungszone erhalten. Auch in 
der fast ausgewachsenen blafgriinen Zone und in der ausgewachsenen 
Spitzenzone verandert sich die PlIf nicht. Die Plz der blafgriinen Zone 
betriaigt etwa 4 Stunden, die der ausgewachsenen Zone 1—2 Stunden. Spezi- 
fische Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungsweisen sind 
noch nicht festzusiellen. 


Am 2. Versuchstag verandert sich die PIf gegeniiber unbehandelten 
Blattern nicht, die Plz dagegen ist etwas verkiirzt. Nur bei wenigen Blat- 
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tern erfolgt nach 10stiindiger Plasmolyse keine Abrundung. Besonders bei 
den kleinsten Blattern (8 mm) sind kiirzere Zeiten von 4—6 Stunden zu be- 
obachten. In der Streckungszone ist in hell gehaltenen Versuchsserien nur 
noch selten eine Plz von mehr als 10 Stunden zu verzeichnen, bei dunkel 
gehaltenen Blattern dagegen ist die Plz etwas langer. Durchschnittlich be- 
tragt die Plz der Streckungszone etwa 6 Stunden. Aufer dem eben erwahn- 
ten Licht- und Dunkeleffekt sind keine Einfliisse der verschiedenen Be- 
handlungen zu bemerken. In der blafgriinen Zone verkiirzt sich die Zeit bis 
zur Abrundung der Protoplasten wesentlich. Wahrend am 1. Versuchstag 
durchschnittlich 4 Stunden bis zur Abrundung benétigt wurden, ist die Plz 
jetzt auf 1—2 Stunden herabgesetzt. Fiir die ausgewachsene Zone ist die 
Plz ebenfalls verkiirzt, wenn auch nicht auf die Halfte wie in der blaB- 
griinen Zone. Bei der Plasmolyse der dunkel kultivierten Blatter wurden 
langere Zeiten bis zur perfekten Plasmolyse bendtigt als bei den hell ge- 
halienen. In Leitungswasser und Standortwasser eingelegte Blatter weisen 
sowohl im Licht als auch im Dunkeln gegeniiber den anderen Behandlungs- 
arten verkiirzte Plz auf. 

Drei Tage nach Versuchsbeginn ist die fiir die verschiedenen Zonen 
charakteristische Plf immer noch erhalten: Napfplasmolyse in der meriste- 
matischen Zone, in der Streckungszone Napf- und Krampfplasmolyse, in 
der blagriinen Zone Konkavplasmolyse, in der ausgewachsenen Zone nur 
noch schwach konkave Formen. Die Plz des Meristems und der Streckungs- 
zone verandert sich gegeniiber dem Vortag kaum, eine weitere Verkiirzung 
ist aber fiir die blaRgriine und die ausgewachsene Zone zu verzeichnen. Hell 
und dunkel gehaltene Blatter unterscheiden sich ganz deutlich, dagegen sind 
noch keine Differenzen zwischen den K- und Ca-Werten zu finden. 

Erst nach 5 Versuchstagen kénnen auch an jungen Blattern deutliche 
Unterschiede zwischen Na-, K- und Aq. bidest.-Behandlung einerseits und 
Ca-, Leitungswasser- und Standortwasserbehandlung andererseits festge- 
stellt werden, wenn auch nur in der blafgriinen und der ausgewachsenen 
Zone. Die Abhebung der Protoplasten erfolgt jetzt in der meristematischen 
Zone nur noch selten in Napfform, sondern wie in der Streckungszone in 
konkaver Form. Krampfplasmolysen sind nur noch gelegentlich zu beob- 
achten. 

Die Plasmolyseformen der verschieden behandelten Blatter unter- 
scheiden sich in der Streckungszone kaum voneinander. Fiir die ausgewach- 
sene und blafgriine Zone dagegen bestehen Unterschiede in der Plf, und 
zwar in dem Sinne, dafi mit CaCl,-, Ca(NO,),-Lésung und Leitungswasser 
behandelte Blatter schon nach 30 Minuten Konvexplasmolyse aufweisen, mit 
NaCl-, NaNO,-, KCl- und KNO,-Lésung behandelte Blatter dagegen noch 
Konkavplasmolyse. Auffallend ist, da in allen Blattern auch 5 Tage nach 
dem Abtrennen vom Sprof noch deutliche plasmatische Gradienten be- 
stehen, indem die Streckungszone stark konkav bis krampfartig plasmoly- 
siert, die ausgewachsene Zone dagegen konvex bis leicht konkav. 

Erst in der zweiten Versuchswoche sinkt die Plz rapid ab. In hell ge- 
haltenen Versuchen plasmolysieren die ausgewachsenen Zellen schon nach 
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10—20 Minuten konvex, die Zellen der Streckungszone nach 30—45 Minuten. 
Die dunkel gehaltenen Blatter weisen langere Plz auf. Fiir die ausgewach- 
senen Zellen betragen die Werte 30—60 Minuten, fiir die Zellen der 
Streckungszone 1—5 Stunden. Im Gegensatz zur 1. Versuchswoche sind nun 
auch Unterschiede in der PIf der Streckungszone zwischen den mit K-, Na- 
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Abb. 10. Veranderungen der Plz der ausgewachsenen Zone junger wachsender 
Blatter nach Vorbehandlung mit NaCl-, KCl-, CaCl,-Lésung, Aq. bidest. und Stand- 
ortwasser in belichteten (a) und dunkel gehaltenen (b) Versuchsserien. 


Salzlésungen und mit Aq. bidest. behandelten Blattern einerseits und den mit 
Ca-Salzlésungen, Leitungswasser und Standortwasser behandelten Blattern 
andererseits festzustellen. Jetzt ist auch in der Wachstumszone die Plz der 
Na-, K- und Ag. bidest.-Gruppe langer als die der Ca-, Leitungswasser- 
und Standortwassergruppe. Bemerkenswert ist, daf noch nach so langer 
Versuchsdauer geringe Gradienten in der Plz und PIf zwischen Streckungs- 
und ausgewachsener Zone bestehen. 


3* 
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Wie die ausgewachsenen Blatter wurden auch die jungen wachsenden 
Blatter nicht nur mit m/100, sondern auch mit m/50 und m/150 Lésung be- 
handelt. Da keine wesentlichen Abweichungen von den eben besprochenen 
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Abb. 11. Veri&nderungen der Plz der Streckungszone von jungen wachsenden 
Blattern nach Vorbehandlung mit Einsalzlésungen, Aq. bidest. und Standortwasser 
in belichteten (2) und dunkel gehaltenen (b) Versuchsserien. 


Ergebnissen bestehen, méchte ich diese Versuchsreihen nicht gesondert be- 
schreiben. 

Da vor allem die Gegeniiberstellung der plasmatischen Verhiltnisse aus- 
gewachsener und wachsender Zellen von Interesse ist, habe ich die Plz-Er- 
gebnisse der ausgewachsenen Zone aller wachsenden Blatter in den Abb. 
10a und b dargesiellt. 
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In der ausgewachsenen Spitzenzone der Blatter erfolgt im Laufe des 
Versuchs eine langsame Verkiirzung der Plz, die sich bei hell gehaltenen 
Serien schneller vollzieht als bei dunkel gehaltenen. In belichteten Serien 
sind die Plzen schon nach 24 Stunden erheblich verkiirzt und liegen nach 
3 Tagen unter 40 Minuten, in den dunkel gehaltenen Versuchen dagegen 
werden in den ersten Tagen noch ziemlich lange Plzen gemessen, und in den 
folgenden Tagen schwanken die Werte etwa um 60 Minuten. Die Proto- 
plasten der in KCl-Lésung und Aq. bidest. eingelegten Blatter benétigen 


langere Zeit bis zur Abrundung als mit CaCl,-Lésung oder Standortwasser 
behandelte. 


In den Abb 11a und b sind die Werte fiir die Plzen der Streckungs- 
zone eingetragen. Wie schon aus Abb. 10 fiir die ausgewachsenen Zellen zu 
ersehen war und wie fiir die ausgewachsenen Blatter allgemein gilt, wird 
auch in wachsenden Zellen durch das Licht die Plz verkiirzt. Die im Ver- 
suchsverlauf allgemein beobachtete Tendenz des Protoplasmas, sich nach 
langerer Isolation der Blatter in kiirzerer Zeit abzurunden, wirkt sich unter 
dem Einfluf des Lichtes schneller aus als im Dunkeln. Der Einfluf der Be- 
handlung mit den verschiedenen Salzlésungen pragt sich in den wachsenden 
Zellen erst spater in der Plz aus, was besonders bei den dunkel gehaltenen 
Blattern zu bemerken ist. Der Durchschnitt aus 10 Versuchsreihen ergibt, 
da auch in der Streckungszone die mit KCl-Lésung und mit Aq. bidest. 
behandelten Blatter langere Plz aufweisen als in CaCl,-Lésung und Stand- 
ortwasser kultivierte Blatter. Die Verkiirzung der Plz, die im Laufe des 
Versuches bei allen Behandlungen eintritt, setzt bei CaCl,- und Standort- 
wasserblattern schneller ein, wahrend KCl-Lésung und Aq. bidest. das 
Plasma noch etwas linger in seinem normalen zahfliissigen Zustand er- 
halten. 


B. Bestimmung der Zentrifugierungszeit 


Das Prinzip der Zentrifugierungsmethode beruht auf der Verlagerung 
bestimmier Zellbestandteile durch die Zentrifugalkraft. Die Zeit, in der 
eine bestimmte Kraft einwirken muf, um die Teilchen zu verlagern, ist ab- 
hangig von der Viskositat der Protoplasmas. 


Da die Plasmaviskositiét nicht mit der Zaihigkeit reinviskoser Fliissigkeiten iiber- 
einstimmt, fehlt es nicht an Stimmen, die eine Viskositatsbestimmung des Proto- 
plasmas mit der Zentrifugierungsmethode ablehnen. Scarth (1927) weist aus- 
driicklich darauf hin, daB die Verlagerung von Kérpern im Plasma kein Kriterium 
darstellt, um zwischen wahrer Viskositat und strukturellem Hindernis zu unter- 
scheiden. Auch Frey-Wyssling (1948) sieht es als groben Fehler an, die 
Plasmaviskositaét der Zahigkeit von Fliissigkeiten gleichzusetzen und den Wider- 
stand des elastischen Molekulargeriistes zu vernachlassigen. Andere Autoren da- 
gegen sind der Meinung, daf kurze Zentrifugierungszeiten bei schwachen Zentri- 
fugalkriaften ein richtiges Bild von der Viskositét vermitteln (Heilbrunn 1925, 
Kessler und Ruhland 1938, Schmidt, Diwald und Stocker 1940, 
Stalfelt 1946). Plasmolyseform- und Plasmolysezeit-Messungen von Weber 
(1929d) an Elodea canadensis vor und nach kurzfristigem (30 Minuten) Zentri- 
fugieren mit schwachen Umdrehungen (etwa 2000/Minute) stimmten vollig iiberein, 
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so daf anzunehmen ist, daf dieses Objekt keine Schadigungen durch die Zentri- 
fugierung erleidet. 

Ausfiihrliche Besprechungen der Zentrifugierungsmethode liegen von H eil- 
brunn (1925, 1928), Ruge (1940) und Virgin (1951) vor, so daf an dieser 
Stelle auf eine eingehende Diskussion verzichtet werden kann. Delling- 
hausen (1936) halt die Zentrifugierungsmethode nur fiir anwendbar, wenn die 
zu vergleichenden Objekte in folgenden Punkten iibereinstimmen: 

1. Der Weg, der den Teilchen zur Verfiigung steht, mu® gleich sein (d. h. die 
Zellen miissen gleich lang sein). 

2. Gleiches spezifisches Gewicht und gleiches Volumen der Teilchen. 

3. Gleiche Lage in den Zellen. 

4. Ungefahr gleiche Anzahl von Teilchen in den Zellen. 


An Elodea densa kann man die Zahfliissigkeit des Plasmas feststellen, 
indem man die Verlagerungsfahigkeit der Chloroplasten im Cytoplasma 
mit. Soweit es sich um den Vergleich ausgewachsener Blatter unter- 
einander handelt, sind die Zellen als ungefahr gleich lang zu betrachten. 
In jungen Blattern dagegen haben die Chloroplasten einen kiirzeren Weg 
zuriickzulegen. Wenn dieser Faktor das Ergebnis wirklich entscheidend be- 
einflussen wiirde, mite man beim Vergleich die alten Blatter schon als 
»verlageri“ angeben, wenn sich die Chloroplasten nur wenig verschoben 
haben. Es handelt sich bei den Werten fiir ausgewachsene Zellen und nicht 
ausgewachsene Zellen stets um groBere Differenzen, so da man Unter- 
schiede im Weg, den die Teilchen zuriickzulegen haben, vernachlassigen 
kann. 

Schwieriger ist es, Teilchen von gleicher Gréfe und gleichem spezifischen 
Gewicht zu verwenden. Das Volumen der Chloroplasten wurde nach Lingen- 
messungen geschatzt, wobei starke Veranderungen im Laufe des Versuchs 
festgestellt wurden, die nicht ohne Einflu& auf die Ergebnisse blieben. Da 
diese Veranderungen in allen Versuchsserien etwa gleichsinnig verliefen, 
wird ein Vergleich der verschieden behandelien Blatter dennoch méglich 
sein. Das spezifische Gewicht der Chloroplasten ist vom Starkegehalt ab- 
hangig. Es war daher nétig, parallel zu den Zentrifugierungsversuchen die 
Bestimmung des Starkegehaltes durchzufiihren. Veranderungen im Starke- 
gehalt fanden bei der Auswertung der Versuche Beriicksichtigung. 

Die zu untersuchenden Blatter kamen zum Zentrifugieren zwischen zwei fiir die 
Zentrifugenglischen passend zurechtgeschnittene Objekttrager, die durch ein Gummi- 
band zusammengehalten wurden, um eine Verschiebung der Blatter zu verhindern. 
Die Zentrifugenglaischen wurden mit den entsprechenden Salzlésungen, Leitungs- 
wasser oder Aq. bidest. beschickt. Nach Vorversuchen mit héheren Geschwindig- 


keiten hat es sich als giinstig erwiesen, eine Umdrehungszahl von 2000 in der 
Minute anzuwenden. 


a) Zentrifugenzeit normaler unbehandelter Blatter 


Bevor ich mich den Zentrifugierungsversuchen mit behandelien Blattern 
zuwende, sollen einleitend die an normalen, frisch vom Sprof abgetrennten 
Blattern gewonnenen Ergebnisse besprochen werden. 


Von Moder (1932) liegen Versuche iiber ausgewachsene Blatter vor. Bei einer 
Tourenzahl von 2600 Umdrehungen/Minute verlagerten sich nach einer Minute die 
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Chloroplasten der Zellen der Blattbasis und der Mittelrippe, die der iibrigen 
Zellen erst spiter. Eigene Versuche konnten bestatigen, daf die Chloroplasten 
der Mittelrippen- und Basalzellen stets zuerst verschoben waren. Friihzeitige 
Chloroplastenbewegung kurz unterhalb der Spitze (Esterak 1935) wurden nur 
vereinzelt beobachiet. Daten iiber Verlagerungszeiten aller erkennbaren Plasma- 
einschliisse in jungen Blattzihnen gibt Ruge (1940) an, der selbst nach 30 Mi- 
nuten bei 2000 Umdrehungen in den jiingsten Stadien keine Umlagerung erzielen 
konate. Die fiir die weiter entwickelten Stadien angegebene Kurve dhnelt in 
ihrem Verlauf unserer fiir 16mm lange Elodea-Blatter ermittelten Kurve. 

Durch eingehende Zentrifugierungsversuche konnte Stalfelt (1946) fest- 
stellen, daft die bei Elodea-Blattern mit der Zz-Methode gemessenen Viskosititswerte 
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Abb. 12. Vergleich der Gradienten der Zellinge und der Zz. Bezeichnungen siehe 
Abb. 1. 


im Laufe des Tages in bestimmtem Rhythmus schwankten (vgl. auch Weber 
1925). Gleichbleibende Ergebnisse waren erst zu erzielen, wenn die Blatter drei Tage 
lang dunkel gehalten wurden. Kurzfristige Lichtblitze wirkten sich sofort wieder 
in Verainderungen der Viskositaét aus. Diese Resultate konnten von Virgin (1948. 
1951, 1952) bestatigt werden, der auch an anderen Objekten ahnliche Beziehungen 
feststellte (1949 b). 

Bei ausgewachsenen Blattern betrug in eigenen Versuchen die Zz bei 
1500 Umdrehungen 2,5—4 Minuten, die Chloroplasten der Mittelrippen- 
zellen verlagerten sich stets schon nach 2 Minuten. 

Die Zz-Werte junger Blatter stehen im krassen Gegensatz zu den PIf- 
und Plz-Befunden. Wahrend man nach den Plasmolyseversuchen auf héhere 
Viskositat der jungen Blatter schlieBen konnte, ist aus der Zz das Gegenteil 
zu entnehmen. In Abb. 12 sind die Zzen und die entsprechenden Zellangen 
aufgefiihrt. Im kleinsten Blatt waren sowohl im Meristem als auch in der 
Streckungszone die Chloroplasten schon nach 20 Sekunden vdllig verlagert, 
nach 30 Sekunden auch die Chloroplasten der Blattspitze. Im mittelgroRen 
Blatt dauerte es im Meristem und in der Streckungszone 30 Sekunden und 
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in der Spitze 1 Minute, bis die Chloroplasten in die zentrifugale Zellhalfte 
geschleudert waren. Im gréRten Blatt fanden sich nach 30 Sekunden nur die 
Chloroplasten der basalen Streckungszone zentrifugal verlagert. Um die 
Chloroplasten der Blattmitte zu verschieben, mute eine Minute zentri- 
fugiert werden, fiir die Chloroplasten der Blattspitze 2% Minuten. Diese 
Werte wurden mit nur sehr geringen Differenzen zu jeder Tageszeit ge- 
funden. Auch Virgin (1951) konnte bei seinen Zentrifugierungsversuchen 
an jungen Elodea-Blattern kiirzere Zeiten als bei alteren messen. 


Um zu untersuchen, in welchem Ausmaf durch das Licht bedingte Viskositiats- 
schwankungen die Versuchsergebnisse beeintrachtigen, wurden eine Woche lang 
wahrend des Tages alle 2 Stunden Messungen der Verlagerungszeiten durch- 
gefiihrt. Dabei kam ich zu den in der Tabelle 5 angegebenen Werten: 


Tabelle 5 





Ausgewachsene Blatter | Junge Blatter 





Blatt- | Blatt- | Blattoberseite Blattunterseite 
oberseite | unterseite 





Spitze | Basis Spitze 





2,5 Min. 7 Min. . | 3,0 Min. | 45 Sek. | 7,0 Min. 
3,0Min. | 8Min. | 30Sek. | 4,0Min. | 45 Sek. | 8,0 Min. 
3,5 Min. 8 Min. 30 Sek. | 4,0Min. | 45 Sek. | 8,5 Min. 
3,0 Min. | 8 Min. 30 Sek. | 3,5 Min. 30 Sek. | 5,5 Min. 
3,0 Min. 9 Min. 30 Sek. | 3,0 Min. | 30Sek. | 4,5 Min. 
2,5 Min. 7Min. | 20Sek. | 2,5Min. | 30Sek. | 3,0 Min. 
2,5 Min. | 6Min. | 20Sek. | 2,5Min. | 30Sek. | 4,0 Min. 


Aus Tab. 5 ist zu ersehen, daf mit Ausnahme der sonst zu den Versuchen 
nicht verwendeten Blattunterseite nur geringe tagliche Schwankungen an den 
Versuchsblittern festzustellen sind. Im allgemeinen sind morgens kurze Zzen zur 
Verlagerung der Chloroplasten nétig, im Laufe des Vormittags erfolgt ein Anstieg, 
nachmittags stimmen die Zeiten wieder mit den morgens gemessenen Zz-Werten 
iiberein. In den folgenden Versuchen ist kaum mit Versuchsfehlern zu rechnen, 
die durch eine autonome Rhythmik bedingt sind, da die an isolierten Blattern 
beobachteten Zz-Verinderungen wesentlich gréfer sind. Auferdem wurde der 
groRte Teil der Versuchsblatter standig belichtet bzw. voéllig dunkel gehalten, 
so daf nach wenigen Tagen jede Rhythmik ausgeschaltet sein miiBte. 


b) Zentrifugenzeiten von ausgewachsenen behandelten Blittern 


Wie bei den Plasmolyseversuchen ergaben sich auch bei der Messung der 
Zz Unterschiede bei verschiedener Behandlung der Blatter. Aus Abb. 13 sind 
die Zz-Werte bei 1500 Umdrehungen/Minute im Laufe von 4 Versuchs- 
wochen bei Vorbehandlung mit Leitungswasser und Aq. bidest. zu ersehen. 

In den ersten 3 Tagen nach der Isolation entsprechen die Verlagerungs- 
zeiten etwa denen normaler Blatter. Allein die Chloroplasten der dunkel 
gehalienen Blatter sind etwas schwerer zu verlagern. Erst gegen Ende der 
1. Woche ist sowohl bei den belichteten als auch bei den dunkel gehalienen 
Blatiern ein stirkerer Anstieg der Zz auf das Zwei- bis Dreifache gegen- 
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iiber der Zz normaler Blatter zu bemerken. Nach weiteren 8 Tagen wird die 
schlechte Verlagerungsfahigkeit der Chloroplasten in dunkel gehaltenen 
Zellen immer deutlicher, und nach dreiwéchiger Dunkelbehandlung hat sich 
die Zz verfiinffacht. Nach 5 Wochen kann keine Veranderung der Chloro- 
plastenlage mehr erreicht werden. Unterschiede bestehen nur zwischen hell 
und dunkel gehaltenen Versuchen, die Behandlung mit Leitungswasser oder 
Aq. bidest. wirkt sich kaum auf die Zz aus. 














Abb. 13. Veranderungen der Zz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 
Leitungswasser und Aq. bidest., belichtet und dunkel gehalten. 


Wieweit haben Starkegehalt und Chloroplastengréfe Einflu® auf diese 
Ergebnisse? 


Uber die Verteilung des Starkegehaltes im normalen Elodea-Blatt macht 
Moder (1932) genaue Angaben, die wir durch eigene Versuche bestatigen 
konnten. Danach sind die basalen und Mittelrippenzellen am stiarkereichsten, zur 
Spitze hin nimmt der Starkegehalt ab. Die Bestimmung erfolgte, wie bei Moder 
angegeben, durch Einlegen ganzer Blatter in Jod-Chloralhydrat. Vergleicht man 
nun Zz und Stirkegehalt, so ergibt sich, da® die aufersten Basal- und Mittel- 
rippenzellen, die am starkereichsten sind, kiirzere Zz aufweisen als die iibrigen 
Laminazellen. Deshalb wurden bei den vergleichenden Untersuchungen auch stets 
nur die Feldzellen beriicksichtigt. Stairkekontrollen der behandelten Blatter zeigten 
gleichsinniges Verhalten aller Versuchsreihen. Schon nach 3 Tagen sind die Feld- 
zellen stirkefrei, und nur die Mittelrippenzellen und wenige benachbarte Zell- 
reihen (nebst einer schmalen basalen Zone) farben sich beim Starkenachweis 
kraftig blau. Der verschiedene Starkegehalt kann demnach nur in den ersten drei 
Tagen einen Einflu® auf die Verlagerungszeiten ausiiben, da in der Folgezeit alle 
Feldzellen gleichmafig starkefrei sind. 


Anders ist es mit der ChloroplastengréRe. Die Chloroplasten der be- 
handelten Blatter werden im Versuchsverlauf sehr viel kleiner. Zu Beginn 
des Versuchs betragt die Chloroplastengréfe basal 6—7 u und nimmt zur 
Blattspitze auf 5 ab. In der ersten Versuchswoche verindern sich die 
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Chloroplasten kaum, nach 7 Tagen werden an der Basis immer noch 6 y fiir 
die Chloroplastenlinge gemessen, an der Blatispitze etwas kleinere Werte 
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40 15 Tage 
Abb. 14. Veranderungen der Zz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 
Einsalzlésungen, Aq. bidest., Leitungswasser und Standortwasser bei Sommer- 
versuchen. 


(4 u). Nach der 2. Versuchswoche sind die Chloroplasten an der Blattbasis 
nur noch 4—5 uw grof, nach 3 Wochen nur noch 2,5—3,5 wu. 














Abb. 15. Verinderungen der Zz ausgewachsener Blatter nach Vorbehandlung mit 
Einsalzlésungen, Aq. bidest., Standortwasser und Leitungswasser bei Winter- 
versuchen. 


Alle Faktoren, die die Zentrifugierungsversuche stérend beeinflussen 
konnten, veriandern sich also bei den verschiedenen Behandlungen gleich- 
sinnig, so daf{ man die Resultate als vergleichbar betrachten kann. Die Ver- 
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suche haben ergeben, daft die Chloroplasten der mit NaCl-, NaNO,-, KCI- 
und KNO,-Lésungen behandelten Blatter etwa die gleiche Zeit zur Ver- 
lagerung benétigen. Nach Behandlung mit diesen vier Salzlésungen konnte 
die kiirzeste Zz gemessen werden. Die Chloroplasten der mit CaCl,- und 
Ca(NO,),-Lésung behandelten Blatter verlagern sich %—1 Minute spiter, 
und die in Leitungswasser, Standortwasser und Ag. bidest. kultivierten 
Blatter weisen die langste Zz auf, unterscheiden sich aber im Gegensatz zu 
dem Verhalten bei den Plz-Versuchen nicht untereinander. Wie schon bei 
den Versuchen mit Leitungswasser und Aq. bidest. angefiihrt war, miissen 
die Chloroplasten der dunkel gehaltenen Blatter langer zentrifugiert wer- 
den, um eine Verlagerung zu bewirken. 

Die im Laufe von 10 Tagen beobachteten Veranderungen geben die 
Abb. 14 und 15 an. Beiden Abbildungen gemeinsam ist der langsame An- 
stieg der Zz im Versuchsverlauf. In der Sommerkurve (Abb. 14) entspricht 
die Zz in den ersten Versuchstagen den Werten unbehandelter normaler 
Blatter. Bei Winterversuchen dagegen mu schon in den ersten Versuchs- 
tagen langer zentrifugiert werden, um die Chloroplasten zu verlagern. Da 
NaCl-, NaNO,-, KCl- und KNO,-Lésungen gleichsinnig auf die Zz ein- 
wirken, wurden die entsprechenden Werte zu einer Kurve zusammengefaft. 
Ebenso wurde fiir Leitungswasser, Standortwasser und Aq. bidest. nur eine 
Kurve eingetragen. 

Die Zz-Kurven dieser drei Gruppen liegen eng beieinander. Der Einfluf 
des Milieus wirkt sich also nur wenig auf die Zz aus. Dem Licht kommt da- 
gegen eine wesentliche Bedeutung zu. Die Chloroplasten belichteter Blatter 
sind stets nach kiirzerer Zeit verlagert als die Chloroplasten der dunkel 
gehaltenen Blatter. 


c) Zentrifugierungszeiten junger machsender Blatter 


Wie schon mitgeteilt, unterscheidet sich die Zz junger wachsender Blatter 
ganz wesentlich von der Zz ausgewachsener Blatter: Sie betragt etwa nur 
20% der letzten. Nach der Isolation verandert sich auch bei jungen wach- 
senden Blattern die Zz, indem im Laufe des Versuchs immer langere Zeiten 
nétig sind, um die Chloroplasten zur Verlagerung zu bringen. In den ersten 
5 Versuchstagen bleiben die charakteristischen Gradienten zwischen Strek- 
kungs- und Dauerzone erhalten. Durch die verschiedene Behandlung der 
Blatter werden die Zz-Resultate der jungen Blatter noch weniger beeinfluBt 
als die ausgewachsener Blatter. Die ChloroplastengréBe in den Wachstums- 
zonen betraigt 4—5 wu, 10 Tage nach der Isolation 3—4 yu, andert sich also im 
Laufe des Versuchs nur wenig. 


IV. Verdinderungen der Chloroplasten und der Blattfarbe 


Neben den Verainderungen des osmotischen und protoplasmatischen Zu- 
standes andert sich makroskopisch sichtbar die Farbe und Beschaffenheit 
der Blatter und mikroskopisch nachweisbar die Anordnung der Chloro- 
plasten. 
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Am Sprofi sind alle Blatter frisch griin und mit der Spitze leicht nach 
unten gewélbt. Die Chloroplasten sind den Protoplasmastrangen folgend 
iiber die Zelle verteilt. Der der Wand anliegende Plasmaschlauch ist eben- 
falls reich an Chloroplasten, die aber kaum gehauft, sondern weitgehend 
verteilt liegen. Allein um den Kern herum, der meist als helle Blase deutlich 
sichtbar ist, befinden sich mehrere Chloroplasten. 

Schon nach einem Tage dndert sich dieses vielstringige Plasmagefiige. 
In aus Aq. bidest. hell entnommenen Blattern ballen sich die Chloroplasten 
so stark zusammen, daft nur noch ein dichtes dunkelgriines Kniauel, das den 
Zellkern in sich verbirgt, aus der sonst transparenten Zelle aufleuchtet. In 
den dunkel gehaltenen Blattern entspricht die Chloroplastenanordnung zu- 
meist noch der normaler Blatter. 


Abb. 16. Rotierende Systrophe in einem 3 Tage mit Standortwasser vorbehandelten 
Blatt, 30 Minuten mit 0,4 mol. Glucose plasmolysiert. 


Am 2. Versuchstag besitzen alle Blatter wie am Sprof frischgriine Farbe 
und zeigen auBerlich keine Veranderungen, nur die Anordnung der Chloro- 
plasten weist kleine Unterschiede gegeniiber der des Vortages auf. Die 
Chloroplastensystrophe der mit Aq. bidest. behandelten Blatter in belich- 
teten Versuchen pragt sich noch starker aus. Die Chloroplastenknauel liegen 
wie Halbkugeln den periklinen Zellwanden an, und zwar haufig da, wo die 
antiklinen Zellwande angrenzen. Ahnliche Systrophen sind auch in Blattern, 
die mit NaCl-, NaNO,-Lésung behandelt wurden, und vereinzelt auch in 
KCl- und KNO,-Blattern zu beobachten. 

Die Chloroplasten der in Leitungswasser, CaCl,- und Ca(NO,),-Lésung 
kultivierten belichteten Blatter sind nicht mehr in der Zellmitte zentriert 
wie am ersten Tag, sondern ziehen als breiter Strang schrag durch die Zelle 
von einer periklinen Wand zur anderen. Die Chloroplasten der .,.Dunkel- 
blatter* haben inzwischen in allen Lésungen typische Dunkelstellung 
(Apostrophe) angenommen. 
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In den folgenden Tagen kann bei der Bestimmung der Grenzplasmolyse 
oft die von Kiister (1910, 1929) als .rotierende Systrophe* beschriebene 
Bewegung der Chloroplasten beobachtet werden. An einem Pol des abge- 
hobenen Protoplasten gehauft, rotiert das ganze Chloroplastenbiindel 
(Abb. 16). 

Von der zweiten Versuchswoche ab bis zum Absterben der Blatter, das 
3—4 Wochen nach der Isolation beginnt, liegen die Chloroplasten der be- 
lichteten Blatter in Parastrophe, die der dunkel gehaltenen in Apostrophe. 
Der Absierbevorgang beginnt entweder von der Blattspitze oder von der 
Blattbasis aus, zumeist sind auch die Blattrander stark beschadigt. In der 
Nahe der Mittelrippe sind die Zellen am langsten lebensfahig. Die Chloro- 
plasten verfarben sich in den belichteten Versuchen gelblich, in dunkel ge- 
haltenen gelbbraun, ein Zeichen dafiir, da& Chlorophyll abgebaut wird, die 
Carotinoide aber erhalten bleiben. 

Ahnliche Veranderungen gehen an den jungen Blattern vor sich. Trennt 
man die Blatter ab, so kann man schon makroskopisch die blaRgriine Wachs- 
tumszone von der ausgewachsenen kraftig griinen Spitze unterscheiden. Die 
Chloroplasten der Basalzone liegen iiber die ganze Zelle verteilt, die der 
Streckungszone dagegen auf wenige Stellen konzentriert, die der ausge- 
wachsenen Spitze sind wie im ausgewachsenen Blatt gelagert. Das Meristem 
stirbt nach der Isolation bald ab, die Chloroplasten der Streckungszone und 
Spitze sind in Lichtversuchen vom 2.—5. Versuchstag leicht systrophiert, 
zum Teil ungeordnet iiber die Zelle verteilt. Die Chloroplasten der Dunkel- 
blatter befinden sich in Apostrophe. Innerhalb der ersten 14 Tage verandert 
sich die Chloroplastenlage der dunkel gehaltenen Blatter nicht mehr, bei 
den belichteten tritt allgemein Parastrophe ein. In allen hell gehaltenen 
Blattern verschwinden die farblosen Zonen fast véllig, so da das ganze 
Blatt fast gleichmafig griin gefarbt ist. Die Dunkelblatter dagegen ver- 
blassen mehr und mehr. Junge Blatter sind nach der Isolation weniger 
resistent als alte Blatter. Besonders die jiingsten Blatter zeigen schon nach 
8 Tagen Schadigungen. 


V. Besprechung der Ergebnisse 


Zustandsanderungen der Plasmakolloide finden zu einem wesenitlichen 
Teil Ausdruck in Verschiebungen der Plasmaviskositat. Den bisher bekann- 
ten Methoden zu ihrer Messung haften zahlreiche Fehlerméglichkeiten an, 
so daf nur bei auferst kritischer Beurteilung der Ergebnisse auf die Zahig- 
keit geschlossen werden kann. Auf Grund der vorliegenden Resultate er- 
scheint es sehr zweifelhaft, ob man aus den mit einer Methode gewonnenen 
Werten iiberhaupt auf die Konsistenz des Gesamtplasmas schliefen darf. 

Bei Durchsicht der Literatur begegnet man nicht selten Arbeiten, in 
denen die Plz- und Plf-Methode neben der Zentrifugierungsmethode ange- 
wendet worden ist. Die Mehrzahl der Autoren (Weber 1924, 1925, Weis 
1926, Moder 1932, Esterak 1935, Prud’ homme van Reine 1935, 
v. Dellinghausen 1936, Kessler und Ruhland 1938, Schmidt, 
Diwald und Stocker 1940, zum Teil Ruge 1940) gibt an, da die mit 
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den beiden Methoden gewonnenen Resultate iibereinstimmen. Sehr sparlich 
sind die Arbeiten mit abweichenden Resultaten (z. B. Kessler 1935, fiir 
Hedera helix und Saxifraga cordifolia). Fischer (1948) gibt an, da er 
in Zentrifugierungsversuchen keine bestimmte Richtung hinsichtlich der 
Viskositatsanderungen feststellen konnte. 


Wenn man beriicksichtigt, da’ die Plasmolysemethode im wesentlichen 
einen Einblick in die Beschaffenheit des Ektoplasmas vermittelt, die Zentri- 
fugierungsmethode aber hauptsachlich die Verhaltnisse im Binnenplasma 
widerspiegelt, wird man nicht unbedingt eine Ubereinstimmung zwischen 
den nach beiden Methoden gewonnenen Resultaten erwarten. Im Gegenteil, 
es ist wahrscheinlich, da Ekto- und Endoplasma von verschiedener Kon- 
sistenz sind. 


Vergleichende Plasmolyse- und Zentrifugierungsmessungen an Elodea 
liegen bereits von anderen Autoren vor, und zwar fiir ausgewachsene Blat- 
ter von Elodea canadensis von Moder (1932) und Esterak (1935). Beide 
konnten Ubereinstimmung zwischen den mit beiden Methoden gewonnenen 
Werten feststellen, fanden aber gerade entgegengesetzte Gradienten. 
Moder beobachtete in Harnstofflésung die ersten perfekten Plasmolysen 
an der Basis und ein Fortschreiten zur Spitze. Die ersten Chloroplasten- 
verlagerungen fanden bei ihren Zentrifugierungsversuchen ebenfalls an der 
Basis statt. Esterak dagegen bemerkte die ersten Konvexplasmolysen 
kurz unterhalb der Spitze und beschrieb parallel dazu auch die kiirzesten 
Zentrifugierungszeiten fiir die Spitze. Die eigenen Ergebnisse an Elodea 
densa zeigten die dritte Méglichkeit: Plz und Zz verhielten sich verschieden, 
die ersten Konvexplasmolysen konnten an der Spitze beobachtet werden 
(wie bei Este rak), die ersten Chloroplastenverlagerungen dagegen an der 
Blattbasis (wie bei Moder). Die Abweichung von den Resultaten Moders 
ist wahrscheinlich durch das Plasmolytikum bedingt. Da Moder Harnstoff 
verwendete, sind die kurzen Plzen an der Basis durch die héhere Per- 
meabilitat dieses Zellteils verursacht. In ausgewachsenen, normalen Elodea- 
Blattern unterscheiden sich demnach Ekto- und Endoplasma in ihrer Visko- 
sitat. Wenn die Zahigkeit des Plasmas durch den Hydratationsgrad der 
Plasmakolloide bestimmt wird, so werden die Faktoren, von denen die 
Quellung abhiangt, auf die Konsistenz einwirken. Quellungssteuernde Be- 
deutung schreibt man vor allem den Kalium- und Calcium-lonen zu. Man 
wird also erwarten kénnen, da® das Vorhandensein dieser Ionen in der 
Kulturfliissigkeit sich auf die Viskositat auswirkt. Wie schon einleitend er- 
wahnt, liegen auf diesem Gebiet bereits zahlreiche Arbeiten vor, deren 
Ergebnisse aber bisher keine Aufstellung einer allgemeingiiltigen Theorie 
der Ionenwirkung erlauben. Diese Widerspriiche sind teilweise dadurch 
bedingt, da die mit den verschiedenen Methoden der Viskositatsbestim- 
mung gewonnenen Resultate direkt verglichen wurden. Es sollen hier nur 
die mit der Zz- und mit der Plf- und Plz-Methode bestimmten Werte dis- 
kutiert werden. Sicherlich sind bei unbehandelten Elodea-Blattern Ekto- 
und Endoplasma von verschiedener Konsistenz. Die Untersuchungen haben 
weiterhin ergeben, da Ekto- und Endoplasma ganz verschieden auf Ein- 
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salzlésungen der hier verwendeten Konzentrationen ansprechen. In allen 
Versuchsserien waren in bezug auf Plz und PIf deutlich zwei Gruppen zu 
unterscheiden: Vorbehandlung mit CaCl,-, Ca(NO,).-Lésung, Standort- 
wasser und Leitungswasser hatte kurze Plz und wenig konkave Plf zur 
Folge, Vorbehandlung mit NaCl-, NaNO,-, KCl-, KNO,-Lésung und Aq. 
bidest., dagegen langere Plz und stirker konkave Plf. In den jungen wach- 
senden Blattern pragten sich durch die verschiedenen Vorbehandlungen her- 
vorgerufene Veranderungen der Plasmaviskositat zuerst in der ausgewach- 
senen Blattspitze aus, erst spaéter auch in der Streckungszone. In NaCl-, 
NaNO,-, KCl-, KNO,-Lésung und Aq. bidest. blieben (besonders in den 
Dunkelversuchen) verhaltnismaRig lange (etwa 20 Tage) deutliche plasma- 
tische Gradienten zwischen der Plz und PIf der Streckungszone und der aus- 
gewachsenen Spitzenzone erhalten, in CaCl,-, Ca(NO,),-Lésung, Leitungs- 
und Standortwasser waren nach dieser Zeit nur noch geringe Unterschiede 
im plasmatischen Verhalten der Basal- und Spitzenzone zu verzeichnen. 


Fischer (1948, 1949) konnte beim Altern eine Verschiebung des K/Ca- 
Verhialinisses zum Ca feststellen. Seine Plf-Untersuchungen an einer grofen 
Zahl von Land- und Wasserpflanzen ergaben mit nur einer Ausnahme 
(Ranunculus ficaria) Viskositatsabnahme mit zunehmendem Alter. Es ist 
mdglich, daf diese wihrend des Alterungsprozesses auftretende Viskositiats- 
abnahme mit dem zunehmenden Ca-Gehalt im Zusammenhang steht, viel- 
leicht sogar durch die Verschiebung des K/Ca-Verhaltnisses zum Ca bedingt 
wird. Die in unseren Versuchen mit Ca-Lésungen, Leitungswasser und 
Standortwasser beobachtete ,,Viskositatsverringerung“ scheint eine ver- 
friihte Alterserscheinung zu sein, die durch eine Stérung des K/Ca-Gleich- 
gewichtes hervorgerufen wird. Wahrscheinlich ist auch die nach langerer 
Isolation auftretende Abnahme der Cytoplasmaviskositat durch Alterungs- 
prozesse bedingt. Die Verkiirzung der Plz nach langerer Versuchsdauer 
wurde ebenfalls zuerst in den Ca enthaltenden Fliissigkeiten gemessen, was 
darauf schlieBen lat, da® Ca-Ionen eine Rolle bei diesen Vorgiangen spie- 
len. Es kann sich dabei aber auch um zufallige Ubereinstimmung handeln, 
da man das Vorhandensein von Ca-Ionen in der Aufenlésung nicht direkt 
mit dem Ca-Gehalt der Pflanzen gleichsetzen kann. 


Die mit der PIf- und Plz-Methode gewonnenen Ergebnisse iiber die Wir- 
kung von Einsalzlésungen konnten keine Bestatigung durch die Zentrifu- 
gierungsmethode finden. Gerade Varianten, die sich nach den PIf- und Plz- 
Befunden stark unterschieden, stimmten nach den Zz-Messungen iiberein. 
Im Gegensatz zu den Plasmolysezeitbestimmungen, nach denen durch Ca- 
Lésungen die Viskositat herabgesetzt erschien, wirkt, nach der Zz-Methode 
zu urteilen, Ca den anderen Salzlésungen gegeniiber etwas viskositits- 
steigernd. In jungen Blattern sind in der ersten Versuchswoche nach Behand- 
lung mit verschiedenen Salzlésungen keine Unterschiede festzustellen. Erst 
nach 10 Tagen kann man nach den Zz-Ergebnissen Viskositatssteigerung in 
der Reihenfolge Na = K ¢ Ca unterscheiden. Die mit den Plasmolysemetho- 
den gemessene Verringerung der Viskositat durch Behandlung der isolierten 
Blatter mit Leitungswasser oder Standortwasser konnte ebenfalls mit der 
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Zentrifugierungsmethode nicht reproduziert werden. Im Gegenteil: In den 
so behandelten Blattern hatte sich die Viskositat am stirksten erhdht. 

Wihrend in den Plasmolyseversuchen Ubereinstimmung in der Kon- 
sistenzanderung nach Vorbehandlung mit calciumhaltigen Lésungen zu ver- 
zeichnen war (Einsalzlésungen aus CaCl, und Ca(NO,), wirkten ahnlich 
wie Leitungswasser und Standortwasser), konnte mit der Zentrifugierungs- 
methode keine gleichsinnige Wirkung festgestellt werden. Die Chloroplasten 
der in Einsalzlésungen kultivierten Blatter verlagerten sich bereits in kiir- 
zerer Zeit als die Plastiden der mit Aq. bidest. oder Leitungswasser und 
Standortwasser vorbehandelten Blatter. Es wurden also mit den verschie- 
denen Methoden ganz andere Viskositaitsinderungen gemessen. Wiahrend 
nach der Plasmolysemethode auf eine einwandfreie Verminderung der 
Zahigkeit nach Ca-Einwirkung zu schlieRen wire, ergaben die Zentrifugie- 
rungsversuche nur geringe Unterschiede nach Vorbehandlung mit den ver- 
schiedenen Kulturfliissigkeiten. 

Die verkiirzte Plz nach langerer Isolation wurde als Viskositatserniedri- 
gung betrachtet, die der im normalen Alierungsprozef auftretenden ent- 
spricht. Fiir diesen Vorgang wurden von Fischer (1948) mit beiden 
Methoden verschiedene Werte gewonnen. Er halt die Zentrifugierungs- 
methode fiir ungeeignet, weil sie die Plf-Befunde nicht zu bestitigen ver- 
mochte. 

Mit zunehmender Versuchsdauer konnte in eigenen Versuchen abneh- 
mende Verlagerungsfahigkeit der Chloroplasten beobachtet werden, was 
im Gegensatz zu den Plz- und Plf-Versuchen auf zunehmende Viskositiat 
schlieBen lieBe. Es konnte festgestellt werden, daf die Chloroplasten im 
Versuchsverlauf wesentlich kleiner werden. Ich méchte daher die bei allen 
Behandlungsweisen auftretende scheinbare Viskositatserh6hung groRtenteils 
dem Kleinerwerden der Chloroplasten zuschreiben. 

Wenn man der Berechnung der Viskositat die Stokessche Formel zu- 
grunde legt 


wobei V die Geschwindigkeit, D das spezifische Gewicht der Teilchen, d das 
spezifische Gewicht des Mediums, K die bewegende Kraft, r der Radius des 
Teilchens und 4 die Plasmaviskositat ist, geht der Radius der Teilchen zum 
Quadrat erhoben in die Formel ein. Es kénnte also die Zz innerhalb von 
3 Wochen auf das Vierfache ansteigen, wenn anfangs r? — 9 w und am Ende 
r? = 2,25 wu ist. 

Wenn schon am gleichen Objekt zwei Methoden der Viskositatsbestim- 
mung zu verschiedenen Resultaten in bezug auf die K-Ca-Wirkung fiihren, 
so erscheint es durchaus wahrscheinlich, daf die Anwendung dieser Metho- 
den auf verschiedene Versuchsobjekte nicht zu iibereinstimmenden Werten 
fiihrt. Heilbrunn (1928) schreibt: ,It should be remembered that our 
statement regarding the effect of sodium, calcium, and other similar ions 
on the protoplasm is only true for the protoplasm of the interior of the 
cell.“ Er konnte im Zentrifugierungsversuch zeigen, daB die Viskositat des 
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Plasmas von Seeigeleiern und Stentor durch Ca-Ionen herabgesetzt wurde. 
Auch H. T. und R. T. Northen (1939), die sich allein der Zz-Methode 
bedienten, fanden bei 1—2 Std. lang mit verschiedenen Salzliésungen behan- 
delten Spirogyra-Faden in Ca eine Herabsetzung der Viskositat, in K- und 
Na-Lésungen entgegengesetzte Wirkung. Es handelt sich dabei aber um 
keinen allgemeingiiltigen Effekt ein- oder zweiwertiger Ionen, da sich 
andere Alkali- und Erdalkaliionen anders verhielten. Am gleichen Objekt 
konnte Weber (1924) in vergleichenden Plasmolyse- und Zz-Versuchen 
iibereinstimmend feststellen, dai Ca-Lésungen die Viskositat erniedrigten, 
Na-Ionen sie erhéhten. Tim mel] (1927) dagegen maf an Monarda abneh- 
mende Verlagerungsfahigkeit in der Reihenfolge K, Na, Li, Mg, Ba, Ca. 
Vergleichende Plasmolyse-Zentrifugierungsversuche von Weis (1926) an 
Allium ergaben iibereinstimmend, daR NH,, K, Na verfliissigend, Mg, Sr 
und Ca verfestigend auf das Plasma einwirken. Nach Untersuchungen von 
Genkel und Tsvetkova (1950) ist die Plz sukkulenter Pflanzen erhéht, 
wenn sie mit hypotonischen CaCl,-Lésungen vorbehandelt wurden. 


Einen nicht zu unterschatzenden Faktor bei der Ionenwirkung stellt die 
Konzentration der verwendeten Salzlésungen dar. Plasmolysierend wir- 
kende Einsalzlésungen, in denen neben dem Salzeffekt der osmotische 
Wasserentzug auf die Plasmabeschaffenheit einwirkt, sind nicht mit hypo- 
tonischen Lésungen zu vergleichen. Bei Plasmolyse in hypertonischen Cal- 
ciumlésungen war die PIf meist stark konkav bis krampfig und die Plz im 
Vergleich zu Kaliumlésungen stark verlangert. In welcher Weise sich die 
Konzentration und die Vorbehandlungsdauer auf die Viskositatsergebnisse 
auswirken, zeigte besonders deutlich die Arbeit von Cholodny und 
Sankewitsch (1933). Wahrend m/20 bzw. m/30 Lésungen noch deutliche 
Unterschiede in der PIf von Rhoeo-Zellen bewirkten, waren nach Vor- 
behandlung mit m/40 bzw. m/60 Salzlésungen die Plasmolyseformen gleich. 
Fir Allium-Zellen war die Dauer der Vorbehandlung entscheidend. Diese 
Daten weisen darauf hin, da die Beziehungen des Kaliums und Calciums 
zur Viskositat komplizierter sind, als von vielen Autoren angenommen 
wurde. 

Versuche mit Pflanzen, die unter K- oder Ca-Mangel angezogen wurden, 
ergaben ebenfalls Viskositatsunterschiede. Kalchhofer (1936) kam zu 
dem Schluf, da& Kaliummangel, also relativer Ca-Uberschuf, die Viskositat 
gegeniiber Ca-armen Pflanzen erhéht, Schmidt, Diwald und Stocker 
(1940) beschrieben entgegengesetzte Resultate. Pirson und Seidel (1950) 
fanden, daft K- und Ca-Mangel gleichsinnig auf die Viskositét einwirktem 
und daf man von keinem spezifischen Ioneneffekt sprechen kann. Sie be- 
tonten, daf ,in keinem einzigen Fall eine Erhéhung der Plasmolysezeit, die 
man etwa bei dem durch Kaliummangel herbeigefiihrten relativen Calcium- 
iiberschuf nach Erfahrung anderer Autoren erwarten kénnte, auch nur an- 
gedeutet ist“. Die Untersuchungen Fischers (1948) an alternden Pflan- 
zen, deren relativer Ca-Gehalt erhéht ist, widersprechen ebenfalls der all- 
gemeinen Meinung, daft Calcium die Viskositit erhéht. Die Befunde der 
vorliegenden Arbeit stehen also durchaus nicht vereinzelt da. 


Protoplasma, Bd. XLVIII/1 
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Die hier angefiihrten Tatsachen sprechen dafiir, daB die heute bestehen- 
den Vorstellungen von der Wirkung des Kaliums und Calciums auf das 
Protoplasma dringend einer Revision bediirfen. Selbst wenn man das 
Plasma einem einfachen Quellkérper gleichsetzt, wird man nicht erwarten 
kénnen, da Kalium immer quellend, Calcium stets entquellend wirkt, da 
schon an Modellkolloiden je nach ihrer Ladung die Wirkung der Ionen eine 
andere ist. Es fehlt nicht an Stimmen, die auf diese Probleme hinweisen 
(Pirson und Seidel 1950, Fischer 1949, 1950). Eine endgiiltige Kla- 
rung dieses Fragenkomplexes wird erst méglich sein, wenn weitere Ver- 
suchsergebnisse vorliegen. 

Ubereinstimmende Resultate konnten mit beiden Methoden allein in 
bezug auf die Lichtwirkung erzielt werden: Dunkelheit wirkte stets viskosi- 
tatserhéhend. Daf die TeilchengréRe (also die ChloroplastengréRe) sehr 
dazu beitragen kann, die Zz-Werte zu verfalschen, wurde schon erwahnt. 
Vergleichen wir die Zz unter Beriicksichtigung der Chloroplastengréfe, so 
finden wir in der ersten Versuchswoche bei gleicher Chloroplastengréfe im 
Licht eine Verlangerung der Zz um das Doppelite, im Dunkeln um das Drei- 
fache. Der erste Anstieg kann auf das Leichterwerden der Chloroplasten 
durch den Starkeabbau zuriickgefiihrt werden, denn bei Versuchen mit ent- 
stirkten Blattern war schon am ersten Versuchstag die Zz verlangert. Als 
reell ist dagegen die erhéhte Plasmaviskositat der ,.Dunkelblatter* gegen- 
iiber den .,Hellblattern* zu betrachten. 

Nach den Ergebnissen der umfangreichen Arbeiten von St 4lfelt (1946) 
und Virgin (1948, 1949 a, 1951, 1952, 1954) mit Elodea muf das Plasma 
dieser Pflanze gegen Lichteinwirkung sehr empfindlich sein und mit 
Viskositaétsinderungen antworten (vgl. auch Weber 1929b, Pekarek 
1933, Fischer 1949), die mit der Zentrifugierungsmethode mefbar sind. 
In den Versuchen dieser Autoren wurden Pflanzen verwendet, deren tag- 
licher lichtbedingter Viskositétsrhythmus (Stalfelt 1946, Virgin 1948, 
1949 b) durch 72stiindiges Verdunkeln ausgeglichen wurde. In so vorbehan- 
delten Pflanzen konnte bei Anwendung hoher und niedriger Lichtintensita- 
ten ein Anstieg der Viskositat, nach Einwirken mittlerer Lichtstarken eine 
Abnahme der Viskositat festgestellt werden. Fiir diese Plasmaverainderun- 
gen sind die Strahlen des blauen Spektralbereiches verantwortlich (Virgin 
1952, 1954). Selbst innerhalb einer Zelle konnten durch Belichtung Unter- 
schiede in der Viskositaét verursacht werden. Im belichteten Zellteil erfolgte 
eine schnellere Verlagerung der Chloroplasten als im dunkel gehaltenen. 


Bei den Untersuchungen Stalfelts und Virgins wurde nur die 
Zentrifugenmethode angewendet. Da Licht die Permeabilitat verandert 
(Lepeschkin 1930, Meind] 1934), kénnen bei Plasmolyseversuchen 
durch die permeabilitatserhGhende Wirkung des Lichtes Fehler verursacht 
werden. Die gute Ubereinstimmung in bezug auf die Lichtwirkung zwischen 
Zz-Ergebnissen und Plf-Plz-Resultaten bei den vorliegenden Untersuchun- 
gen laRt darauf schlieRen, daf auch die Plasmolysewerte reale Viskositits- 
anderungen anzeigen. 

Dem pH-Wert scheint innerhalb des verwendeten pH-Bereiches keine 
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wesentliche Bedeutung zuzukommen. In fast allen Lésungen dnderte sich 
der pH-Wert wahrend der Versuchsdauer nur wenig, wahrend sich die nach 
der Zentrifugierungsmethode gefundenen Werte nach mehreren Tagen ganz 
wesentlich von ihren Ausgangsgréfen unterschieden. Fiir Leitungswasser 
und Standortwasser lag der pH-Wert bei Beginn des Versuchs bei 7,5, nach 
dem Einlegen der Blatter erfolgte schon am zweiten Versuchstag ein Anstieg 
auf pH 8. Der pH-Wert der Calciumlésungen betragt etwa 6,0, fiir die an- 
deren Liésungen konnte ein Wert von 6,5 gemessen werden. Da die mit der 
Plf- und Plz-Methode gemessene Wirkung des Calciums mehr den Leitungs- 
wasser- und Standortwasserwerten glich, der pH-Wert der Calciumlésungen 
aber mit den anderen Einsalzlésungen iibereinstimmte, ist anzunehmen, 
da dem pH-Wert der Lésungen kein merklicher Einflu8 auf die Ergebnisse 
zukommt. Die nach der Zentrifugierungsmethode gewonnenen Resultate 
zeigten ebenfalls keinen Einflu& der Wasserstoffionenkonzentration, da sich 
die Blatter in Standortwasser und Aq. bidest. fast gleich verhielten, obwohl 
die Medien einen anderen pH-Wert hatten. Zu ahnlichen Resultaten kam 
Virgin (1951), der ebenfalls keine Abhangigkeit der mit der Zentrifugie- 
rungsmethode gewonnenen Viskositatswerte von geringen pH-Differenzen 
messen konnte. Drawert (1952) wies fiir Elodea nach, da zwischen 
pH 4,1—7,2 kein Einflu8 der cH auf die Deplasmolysegeschwindigkeit 
besteht. 


Am vorliegenden Objekt interessierte dariiber hinaus der Zusammen- 
hang zwischen Viskositat und Wachstumsphase. Strugger (1934) stellte 


an Elodea densa fest, daft sich die Zellen der Streckungszone von den Zellen 
ausgewachsener Blatteile und Blatter durch wesentlich verlangerte Plz und 
konkavere Plf unterscheiden. Es sind ,,protoplasmatische Gradienten* im 
Blatt vorhanden, die mit den Wachstumszonen zusammenfallen. Diese Beob- 
achtung veranlaRte ihn, kausale Zusammenhange zwischen Streckungs- 
wachstum und Plasmaviskositét anzunehmen. Ahnliche mit dem Wachstum 
verkniipfte Gradienten konnten Borriss (1934), Kressin (1935), Ruge 
(1937, 1940) und Fischer (1948) nachweisen. 1938 wurden von Borriss 
auf Grund seiner vergleichenden Untersuchungen an Elodea densa und 
Elodea crispa Bedenken gegen die Struggerschen Vorstellungen geaufert. 
Ruge (1937, 1940) fand zwar Longitudinalgradienten der Viskositét und 
bestatigte die Ansicht Struggers, daf junge wachsende Zellen im allge- 
meinen viskéser sind als ausgewachsene, lehnte aber ebenfalls eine kausale 
Verkniipfung des Viskositatsgrades mit dem Streckungswachstum ab, da 
die Erhéhung der Plasmakonsistenz nicht vor der Streckung erfolgte. Zu 
ahnlichen Resultaten kamen Pirson und Seidel (1950) an Lemna- 
wurzeln. Sie konnten die langsten Plasmolysezeiten bei den Zellen messen, 
die bereits als ausgewachsen zu betrachten sind. In den Blattchen von Fon- 
tinalis antipyretica sind gerade die Zellen der Streckungszone friiher kon- 
vex plasmolysiert als die ausgewachsenen Zellen (Borriss und Giinther 
1952). Die bisher gegen die besagte Hypothese vorgebrachten Argumente 
wurden zum Teil durch Heranziehung neuer Objekie erbracht. Es erschien 
daher wesentlich, an dem von Strugger gewahlten Objekt die Zusam- 


4* 
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menhinge zwischen Streckungswachstum und Plasmazusiand erneut zu 
analysieren. 

Um zur Lésung dieser Frage beizutragen, wurde 

1. die Plz und Plf wachsender und ausgewachsener Zellen unter Beriick- 
sichtigung des Hypertoniegrades bestimmt, 

2. eine weitere Methode der Viskositatsbestimmung (Zz-Messungen) zu 
den vergleichenden Untersuchungen herangezogen und 

3. durch physikalische und chemische Faktoren die Plasmaviskositat be- 
einflu#t, um experimentell protoplasmatische Verainderungen zu erzeugen. 

Zunachst konnten die Angaben Struggers iiber konkave PIf der 
wachsenden Zellen und Konvexplasmolyse bei Zellen der ausgewachsenen 
Zone bestatigt werden. Auch bei Verwendung von Plasmolytika, die den 
verschiedenen Konzentrationen des Zellsaftes angepaft waren, konnten 
groRe Unterschiede in der PIf und Plz zwischen ‘Streckungszone und aus- 
gewachsener Spitze nachgewiesen werden. Beim Vergleich zwischen Plz und 
Zellange (Abb. 8) war ein klarer Zusammenhang zwischen beiden Gréfen 
im Sinne Struggers festzustellen. Wenn diese protoplasmatischen Ver- 
halinisse wirklich kausal mit dem Streckungswachstum verkniipft wiren, 
sollte man erwarten, daB in dem Augenblick, in dem das Wachstum ein- 
gestellt wird, auch die protoplasmatischen Gradienten verschwinden. Wie 
Blattlangenmessungen ergeben haben, wuchsen die abgetrennten jungen 
Blatter nach der Isolation nicht mehr, es diirften also nach der Isolation 
auch keine Viskositatsunterschiede vorhanden sein. 

Die Blatter wurden in Petrischalen mit den verschiedenen Lésungen 
iiber Millimeterpapier gemessen. Bei mikroskopischen Lahgenmessungen 
konnte ebenfalls kein Zuwachs festgestellt werden. Da die Blatter beim 
wiederholten Auflegen auf den Objektirager stark litten, wurde diese Me- 
thode aufgegeben. Die in der Tab. 6 angefiihrien Werte stellen das Mittel 
aus je 20 Messungen dar, s, gibt den mittleren Fehler an. 

Obwohl das Wachstum nach der Isolation eingestellt wurde, unterschie- 
den sich auch nach fiinftagiger Isolation die Zellen der Streckungszone von 
denen der ausgewachsenen Zone durch wesentlich langere Plz und krampf- 
artige und konkave Plf. Selbst nach 10 Tagen waren noch deutliche Viskosi- 
tatsgradienten vorhanden. Diese Befunde sprechen keineswegs fiir Kausal- 
zusammenhinge. Es ist anzunehmen, daf im Zusammenhang mit dem 
Wachstum Konsistenzanderungen des Plasmas vor sich gehen, die mit der 
Plf- und Plz-Methode mefbar sind, doch ist es wenig wahrscheinlich, daf 
diese die primare Wachstumsursache darstellen. 

Aus den Plasmolyseuntersuchungen war zu schliefen, da das Plasma 
wachsender Elodea-Blatter in der Streckungszone wesentlich zahfliissiger ist 
als im ausgewachsenen Blatteil. Ein véllig anderes Bild vermitteln dagegen 
die Zentrifugenversuche, nach denen man das Gegenteil annehmen miiftie. 
Neben der Viskositat haben ChloroplastengréRe und Starkegehalt einen 
entscheidenden Einfluf auf die Zentrifugenwerte. Da die Chloroplasten der 
Streckungszone nur halb so gro sind wie die der ausgewachsenen Zone, 
miiRte man hier selbst bei gleicher Viskositat eher langere Zzen erwarten. 
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Wie die Abb. 12 zeigt; waren aber gerade fiir die Streckungszone nur kurze 
Zeiten zur Verlagerung der Chloroplasten nétig. Durch die Chloroplasten- 
gréRe kann also die kurze Verlagerungszeit der Chloroplasten in der 
Streckungszone nicht bedingt sein. Eine weitere Fehlerméglichkeit ist durch 
den verschiedenen Starkegehalt gegeben. Da aber nur im basalen Blatteil 
viel Starke vorhanden war, kénnen die Resultate nicht durch den Starke- 
gehalt verfalscht sein, so dak wirklich mit geringerer Plasmaviskositat in 
den wachsenden Zellen zu rechnen ist. Die sehr schnell erfolgende Riick- 
verlagerung der Chloroplasten wirkte bei der Auswertung sehr stérend. 
Durch sofortige Beobachtung und durch Abtéten der Blatter in Carnoyschem 
Gemisch wurden miégliche Fehler ausgeschaltet. Die mit der Zentrifugen- 
methode ermittelten Ergebnisse widersprechen also ebenfalls den Strug- 
gerschen Vorstellungen. Virgin (1951) konnte mit der Zz-Methode an 
Elodea-Blattern ebenfalls die geringste Viskositat bei jungen Blattern 
feststellen. Zunahme der Viskositat beim Altern wurde mit der gleichen 
Methode von Maximow und Mos hae va (1944) an Vicia Faba gemessen. 

Nach der Isolation blieben die in jungen wachsenden Blattern bei Ver- 
suchsbeginn gemessenen Gradienten in den ersten fiinf Versuchstagen be- 
stehen. Dann glichen sich die Werte der ehemaligen Wachstumszonen den 
Werten der ausgewachsenen Spitzenzone an. Es lieBen sich also auch mit 
der Zz-Methode plasmatische Unterschiede zwischen Wachstumszone und 
ausgewachsenem Blatteil ermitteln. Obwohl das Wachstum eingesiellt 
wurde, blieben diese Gradienten etwa 5 Tage bestehen. Wenn die nach 
der Zz-Methode gemessenen Werte auch im Gegensatz zu den nach der 
Plf-Plz-Methode ermittelten stehen, indem nach der ersten Methode wach- 
sende Zellen geringere Viskositat als ausgewachsene, nach der Zz-Methode 
wachsende Zellen aber héhere Viskositét haben sollten, stimmen die nach 
den verschiedenen Methoden gewonnenen Resultate doch in folgenden drei 
Punkten iiberein: 

1. Wahrend des Wachstums bestehen plasmatische Unterschiede zwischen 
Wachstumszone und ausgewachsener Zone. 

2. In den ersten Tagen nach dem Wachstumsstillstand bleiben diese 
Gradienten bestehen. 

3. Etwa 5 Tage nach der Isolation beginnt ein Ausgleich der plasmati- 
schen Gradienten. 


Eine Beeinflussung des Streckungswachstums durch verschiedene [onen, 
wie es von Borowikow (1916), Borriss (1937, 1939), Wuhrmann 
(1938) und Libbert (1953) nachgewiesen wurde, konnte an noch wachs- 
tumsfiahigen, isolierten Elodea-Blattern nach dem Einlegen in verschiedene 
Neutralsalzlésungen nicht gemessen werden. Obwohl in den Blattern Visko- 
sitatsanderungen zu beobachten waren, blieb eine ionale Wachstumsbeein- 
flussung aus. 

Es verhielt sich also selbst in unbehandelten Blattern nur das Ektoplasma 
in der von Strugger angegebenen Weise, das Endoplasma reagierte 
grundlegend anders. Auf Grund der Versuchsergebnisse ist es nicht méglich, 
die Plasmaviskositat als ursichlich mit dem Streckungswachstum verkniipft 
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Tab. 6. Blattlangenmessungen 
| _Blattlange | _ Blattlange Blattlange 








Behandlung | Datum |———— i 
in mm | 8z | in mm | 8z 8y 
7,6 | |} 123 | 0,194 | 0,221 
12,2 | 0,190 | 0,264 
11,6 | 0,254 | 0,272 
12,1 | 0,190 5 | 0,264 
11,8 0,178 | 15 | 0,289 








NaCl D 


oF wh 


NaNO, D 11,7 0,178 | 0,310 

11,6 0,170 0,346 
0,164 11,6 0,168 | | 0,320 
0,166 11,7 0,183 | 0,352 
0,197 | 11,7 0,168 | 0,320 


0,290 11,7 0,185 | | 0,240 
0,229 | 11,7 0,251 | 0,252 
11,6 0,228 0,266 
11,7 0,207 | | 0,250 
11,5 0,160 0,281 


Pewee oy 


or 





Po to | 


12,0 0,216 | 0,311 
0,189 11,7 0,249 | | 0,369 
0,178 11,8 | 0,215 | 0,301 
0,185 | 11,5 | 0,243 | 0,349 
0,197 | 11,5 | 0,253 53 | 0,349 
0,238 | 11,7 | 0,180 | 0,289 
0,262 | 11,7 | 0,189 | | 0,303 
0,241 | 11,6 0,180 | 15,7 | 0,398 
0,254 | 11,6 | 0,180 | 0,420 
0,247 | 11,5 | | 0,403 


0,174 | 12,0 | | | 0,339 
11,9 0,204 | | 0,323 
11,7 0,205 | | 0,359 
157 0,227 | | Of9o4 
11,6 0,185 2 | 0,308 





sp erwrl ap wpm ¢ 





Peto 


or 


12,0 | 0,210 

11,8 0,235 | 0,235 
0,185 | 11,9 0,229 | | 0,202 
0,211 | 11,8 | 0,228 | 0,229 
0245. tes | O88E | 


Aq. bidest. D 


ro 


3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
5. 3. 
3 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 
3. 


or 





0,213 | 12,2 0,221 
0,197 | 12,0 | 0,275 
0,202 | 12,1 0,254 
0,207 | 12,0 | 0,271 
0,222 | 11,6 0,308 


Leitungs- 
wasser D 


oF Wh 


Standort- 0,218 | 11,8 0,212 | | 0,279 
0,239 11,6 | 0,204 5 0,271 
0,235 11,6 0,200 | | 0,249 
0,250 11,4 0,243 | | 0,245 
0,200 11,1 0,287 | | 0,345 


wasser D 


i 
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Blattlange Blattlange amet 8 
Behandlung | ——_—_—— SEES ea renee See 


in mm 8 





NaCl H 0,259 | 11,5 | 16,5 0,247 
0270 | 116 | 0253 | 16,4 0,287 
0,264 11,5 | 16,5 | 0,273 
0,246 11,5 16,3 | 0,287 
0,218 11,3 | 16,4 0,281 


0,222 11,8 | | 16,2 | 0,294 
0,236 | 11,7 | 9 | 0,295 
| 0,318 

0,302 

0,342 


12,0 | | 0,370 
11,7 ‘ 15.7 0,311 
11,8 | | 15,9 | 0,300 
12,0 | | 16,1 0,275 

| 15,7 0,345 





| 
| 
| 


| 
| 





SPP yh 


| 


11,5 | 0,158 16,4 | 9, 291 
11,4 | 0,162 | 15,7 | 0,328 
11,5 | 0,176 | 15,5 | 0,381 
0,225 | 11,3 | 0,180 | 16,3 | 0,301 


0,232 11,5 0,152 | 163 | 0,318 


0,215 12,0 | 0,172 |. 160 | 0,259 
11,3 | 0,226 15,9 | 0,260 
11,9 | 0,189 15,8 0,305 

0,215 | 15,9 0,262 
0,185 15,8 | 0,270 





a 








3. 
. Ss 
. 3. 
. 3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 

3. 


i 


Ca(NO,). H 


| 
| 
| 





11,9 | 0,210 | 16,5 | 0,275 
11,8 0,239 15,5 | 0,352 
11,8 0,239 16,2 | 0,301 
11,8 0,270 16,2 | 0,305 
11,7 0,213 16,1 0,302 
12,0 | 0,224 16,4 | 0,254 
11,8 | 0,228 16,2 | 0,210 
11,7 0,238 | 16,2 | 0,264 
11,5 0,267 | 16,3 0,259 
11,7 0,269 16,3 | 0,302 


12,1 | 0,243 16,3 | 0,242 
12,0 | 0,229 16,0 | 0,241 
11,9 | 0,227 16,0 | 0,258 
11,8 0,219 | 15,2 | 0,390 
11,9 0,251 16,2 0,301 


| Sa 

ia 0, 221 | 15,9 0, 254 

11,6 | 0,213 15,6 0,265 
| | 


| 
e 


Aq. pidest. H | 








| 
| 
| 





wasser H 


0 | Se 


Standort- 
wasser H 





| 
bi 
| 
| 





11,6 | 0,207 | 15,6 | 0,253 
11,0 | 0,251 | 15,6 | 0,279 
10.9 | 0,265 | 154 | 0,318 





go go 99 Go G9 | Go OD Go OP Go| gO BP Go Bo Go| Be go Be go ge 





om go tS | 
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anzusehen. Es ist vielmehr wahrscheinlich, da als Folge zahlreicher physio- 
logischer Prozesse, die in der Zelle beim Streckungswachstum ablaufen, auch 
Veranderungen in der Hydratation der Plasmakolloide auftreten. Fiir die 
Richtung der Viskositiétsverschiebungen (Erhéhung oder Erniedrigung) 
scheinen keine allgemeingiiltigen GesetzmaBigkeiten zu bestehen. 


VI. Zusammenfassung 


1. Veranderungen des osmotischen Wertes: 

Nach dem Abtrennen der Blatter vom Sprof (Isolation und Einlegen in 
verschiedene Lésungen) steigt der OG (osmotische Wert) im allgemeinen 
(Ausnahme Ba~*) in folgender Reihenfolge an: Ba < Konitrolle < Aq. bidest. 
«Mg =Ca< Na <Standortwasser = Leitungswasser(K. Chloride und Nitrate 
unterscheiden sich in ihrer Wirkung auf den OG nicht wesentlich. Belichtete 
Blatter haben héhere osmotische Werte als dunkel gehaltene. 

In wachsenden Blattern nimmt die Zellsaftkonzentration innerhalb der 
Streckungszone ab und steigt zur Blatispitze an. Dieser Gradient ist nach 
Einstellung des Wachstums nicht mehr festzustellen. 

2. Verainderungen der Protoplasmaviskositat. 

Es werden die Fehlerméglichkeiten der Methoden zur Viskositatsbestim- 
mung diskutiert. Um durch Veranderungen des OG bewirkte Fehler der 
Plf- und Plz- (Plasmolyseform und -zeit-) Methode auszuschalten, wird 
neben einem Plasmolytikum konstanter Konzentration ein dem OG ange- 
paRtes Plasmolytikum verwendet. 

Durch Belichtung und Einlegen isolierter Blatter in Einsalzlésungen, 
Leitungswasser, Standortwasser oder Aq. bidest. kann die Viskositat des 
Plasmas verandert werden. Dabei ergeben sich je nach der zur Viskositits- 
bestimmung verwendeten Methode unterschiedliche Resultate. Zur Erkla- 
rung dieser Diskrepanz wird angenommen, daft die Zz- (Zentrifugierungs-) 
Methode Einblick in den Zustand des Binnenplasmas erméglicht, die Plz- 
und Plf-Methode dagegen ein Bild von der Konsistenz des Ektoplasmas gibt. 

Der Einflu& der verschiedenen Salzlésungen pragt sich vor allem im 
Verhalten des Aufenplasmas aus. Im Gegensatz zu den Befunden anderer 
Autoren konnte keine verfestigende Wirkung hypotonischer Calciumsalz- 
lésungen festgestellt werden. Fiir den Anstieg der Viskositat im Ektoplasma 
kann folgende Reihe aufgestellt werden: 


Leitungswasser = Standortwasser ¢ CaCl, « Ca(NO,), « Aq. bidest. 
« NaCl < NaNO, ¢ KCl] « KNO,. 


Auf das Binnenplasma hat die Art der verwendeten Kulturfliissigkeit wenig 
Einflu&. Durch Einsalzlésungen wurde die Viskositaét gegeniiber dem Plasma 
von ,,Leitungswasser-, Standortwasser- und Aq. bidest.-Blattern“ etwas 
herabgesetzt. 

Dem Licht kommt in bezug auf das Gesamtplasma viskositatsmindernde 
Wirkung zu. 

In jungen wachsenden Elodea-Blattern unterscheidet sich die Streckungs- 
zone von der ausgewachsenen Spitzenzone durch konkavere PIf und langere 
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Plz, so daf auf héhere Viskositét des Ektoplasmas der Streckungszone zu 
schlieBen ist. Das Binnenplasma wachsender Blatter zeigt entgegengesetzt 
gerichtete Gradienten: Die Viskositaét in der Streckungszone ist geringer 
als in der ausgewachsenen Zone. Nach der Isolation der Blatter wird das 
Wachstum eingesiellt, die Viskositatsunterschiede zwischen ausgewachsenen 


und noch wachsitumsfahigen Zellen bleiben aber noch mehrere Tage be- 
stehen. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Borriss, méchte ich an 
dieser Stelle fiir die Uberlassung des Themas, fiir Ratschlage und standiges 
Interesse meinen Dank aussprechen. 
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a) Introduction 


Extensive comparative study pursued for a number of years on the 
temperature-velocity relation of various biological processes (Béle hr a- 
dek 1926—1935), recently completed by a study of certain enzyme reac- 
tions (1954), makes it possible to formulate a theory which brings under 
one heading certain kinetic aspects of the following processes: 

(i) simple cellular physiological manifestations; 

(ii) protoplasmic viscosity; 

(iii) cellular permeability and electric conductance: 

(iv) certain enzyme reactions. 

An attempt to group such apparently different phenomena under one 
theory may a priori appear doubtful; but on closer investigation it will be 
realised that they differ from each other in the experimental methods by 
which they are studied and in the particular types of biological thinking 
currently attached to them, rather than in their nature. In fact, they all 
have the following features in common: 


(1) They all involve some kind of molecular or ionic movement taking 
place in the presence of, or with the participation of, hydrated protein 
molecules, and consequently in the presence of fields of associative forces 
centred in the protein molecules and their particular atomic groups, and in 
the attached molecules of water. 


(2) Their kinetics are connected with a certain resistance which opposes 
free movements of molecules and ions travelling across the fields of these 
forces. 

(3) The relation between their rate and temperature can be expressed by 


one common type of equation (see below) that can also be applied to the 
rate-temperature relations in the cognate inorganic processes. 
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b) Molecular resistance in living systems 


The theory presented here proposes to envisage the kinetics of cellular 
rate processes in terms of molecular resistance rather than in terms of 
molecular energy, without however denying the basic importance of the 
latter and the close interdependence of them both. The “energetic” view, 
vigorously defended on a broad basis during the last three decades, did not 
provide any final solution to the problem of cytochemical kinetics; and the 
resistance factor, although thought to be of importance by many earlier 
investigators, has not received full and systematic attention until now 
(cf. Bélehradek 1930, 1932, 1935). 

The theory put forward here is a completed and rectified version of a 
hypothesis first suggested by the author in 1926—27, presented in a more 
detailed form nine years later, and now expanded with regard to the recent 
concepts of protein molecular structure and of the part played by the 
hydrogen bridges and other weak bonds in the structure of living matter 
(Seifriz). 

Any approach to the molecular kinetics of living matter has to recognize 
that a living cell (1) ist the seat of a coordinated stream of a great variety of 
processes, and in this feature alone differs from any, even the most intricate, 
known inanimate compound process; (2) derives its general properties 
fundamentally from those of protein molecules and protein complexes, this 
being particularly true of the response to temperature: (3) represents in its 
structure a steadily changing field of multiple hydrogen and other weaker 
bonds holding together the protein molecules, which are easily disrupted 
and re-established; and (4) is also a seat of an equally complex system of 
resistances opposing free movements of molecules and ions, driven by the 
force of diffusion or any other force; and it is reasonable to suppose that 
the resulting limitation of speed of the molecules travelling across this field 
is one, and probably the main, factor responsible for the attunement of 
various biochemical processes towards a balanced self-maintaining whole 
of cellular life. 

It cannot be hoped that any of the theories of chemical change put 
forward so far could completely account for this picture of a living cell, as 
none of them deals satisfactorily with the molecular resistance. This factor 
is demonsirated by the great reduction in the rate of the enzymes active in 
a cell compared with the same enzymes working in vitro (Barron; F ra- 
ser and Kaplan), and by the low rate of permeability compared with 
that of free diffusion. All concepts of chemical change are primarily derived 
from the collision theory of gas reactions. Definitely acceptable as the idea 
has become for the reactions taking place in gases and simple solutions, its 
application to enzyme reactions is not easy. Additional factors have to be 
taken into account, corresponding to the newly introduced terms in the 
relative equations that gain in complexity as they are modified to fit such 
complex processes. The most elaborate version of the formula of Arrhenius 
proposed by Eyring (cf. Glasstone et al.) contains not less than eleven 
constants to establish the relation between rate and velocity. Various 
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factors corresponding to the increased number of freedoms, to steric con- 
ditions, and to other probability circumstances, admitted in the modern 
kinetics of enzymatic processes (Sizer: Glasstone et al.; Johnson 
et al.) are an important concession on the part of the theory to the obser- 
vable reality, but they are not yet sufficient, however, when applied to the 
molecular kinetics of the cellular processes themselves. Even if the study 
is simplified to a theoretical case of an emzyme surrounded by a diffusion 
barrier (Best), the attempt at a mathematical analysis ends in a tangle 
that can hardly encourage an experimental cytologist to follow the same 
path in search of sound conclusions. 

In the light of modern statistical molecular mechanics, any molecular 
change, whether physical or chemical, is based upon a change in the ener- 
getic content of the molecules involved; a “potential barrier” has to be 
crossed by a molecule before the change can take place. In this sense, the 
rates of chemical change and of diffusion do not differ fundamentally, and 
the old biological controversy as to the “chemical” ard “physical” basis of 
cellular processes has no theoretical ground. Consequently, one method of 
expressing the molecular resistance involved in cellular processes would 
be to determine the energy required to overcome it, and Arrhenius’ formula 
should be applied. Unfortunately, even in the simplest processes involving 
molecular resistance, such as viscous flow of water and diffusion in water, 
in which the additional factors included in the modernized Arrhenius equa- 
tion can play but a limited part, important differences between the obser- 
ved and calculated figures occur, or important modifications in the value of 
E (u) with temperature take place. The value of E in the viscosity of water 
gradually falls from 3,060 cal/mol at 0°C. to 2,800 cal/mol at 60°C., and 
the variation is explained by assuming that the hydrogen bridges add to the 
flow resistance at the lower temperatures (Glasstone et al., p. 505). The 
figures for the diffusion rate of mannitol in water are 6,600 and 3,800 cal/mol 
respectively at the two corresponding temperatures. Thus the variation 
of « with temperature, that proved a source of misleading theories in bio- 
logy in the past (cf. Bélehradek 1928, 1929, 1930, 1932, 1935; Booj and 
Wolverkamp; Glasstone et al., p. 200), would again become an 
embarrassing factor, should this method of quantitative analysis be adopted 
in connexion with the theory of the molecular resistance in cellular rate 
processes. 


It will not be out of place here to recall that the kinetic theory of molecular 
processes underwent several important modifications in the past, and, as far as the 
effect of temperature is concerned, each of them was brought to the attention of 
biologists by the chemists; the main stages of the development are associated with 
the names of Van ’t Hoff, Arrhenius and, most recent, Eyring. There 
are certain features common to these stages:—(1) they have been put forward at 
relatively immature and controversial stages of the respective theories; (2) they 
have been applied satisfactorily to the simplest biological processes on the border- 
line between biology and chemistry, such as haemolysis, fermentation, protein 
denaturation; but the agreement has been less good when more complex biological 
phenomena were examined; (3) a few biologists warned against the dangers of over- 
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simplifying the highly complex character of living systems and of paying insuf- 
ficient attention to the resistance factor: (4) but many more accepted the new sug- 
gestions more or less unreservedly and, apart from an impressive amount of new 
descriptive information on the biological action of temperature, many of their 
ideas sooner of later proved unfounded or misleading. 


As regards the last version, called the “theory of absolute rates,” it is presented 
as a renewed approach rather than as a final concept in the monograph destined 
for the chemists (Glasstone et al., Preface), but as a much more positive theory, 
to which the living systems are no exception, in another monograph addressed to 
the biologists (Johnson et al., Preface; but cf. p. 23, third paragraph). Its 
application to biology has so far been concerned mainly with microorganisms, 
enzymes and the action of certain substances upon bacterial luminescence, and less 
with more complex biological phenomena. Its application in practical chemistry 
has revealed important discrepancies between the expected and observed rates. 
and the calculated rates “may be in error by a factor of from 10 to 100 or more” 
(Hougen and Watson). It is therefore doubtful whether the theory would 
be better suited for universal application in biology. 


In view of the provisional character of any hypothesis put forward in support 
of the general kinetic theory, new developments can be expected from the study 
of the general properties of matter at and in the vicinity of 0°K. The chemical 
kinetic theory supposes that all rate processes—including life phenomena—arrive 
at a full stop at 0°K only. As regards life, this assumption can be easily proved 
to be false (see e.g. Bélehradek 1929, 1935). As regards matter in general, “the 


naive association of temperature with kinetic energy clearly becomes untenable” 
(Sir F. Simon). 


In presence of such uncertainties and difficulties an attempt to approach 


the mechanism of the cellular rate processes from a different angle seems 
justified. It is proposed to use a simpler formula, whidi is equally derived 
from inanimate phenomena, but is primarily connected with viscosity, and 
may thus be found useful in studies of molecular resistance involved in 
protoplasmic reactions. 


c) Rate-temperature relation in cellular processes 


At the time of the growing dissatisfaction of biologists with the current 
temperature-velocity formulae borrowed from chemistry, an equation was 
proposed (Bélehradek 1926—1932) which fits experimertal data on the 
rate of many simple biological reactions with more accuracy than the 
Q,,-rule and Arrhenius formula: 


V/V, = (tg — a/t, — a)? (1) 


v being the reaction velocity, t the temperature in degrees centigrade, 
a the temperature threshold, or specific zero point variable from case to 
case, and b a temperature coefficient. The ratio of two velocities thus is 
equal to the ratio of the two corresponding temperatures reckoned from 
a specific zero point, elevated to some power (b). When b = 1, the equation 
is transformed into that of a linear relationship. 
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For easy calculation of the constants the logarithmic form is preferable: 


on logv,—logry, 
log (tg — «) — log (t,; — a) ° 


Thus, in plotting log v against log (t— a), a straight line is obtained 
whenever the formula holds true. The slope of the line is determined by b 
which is the tangent of the corresponding angle. 

The formula is not valid universally, but gives satisfactory results with 
a great number of data, furnished by many authors, on the rate of a variety 
of biological phenomena. As a rule, only value of b and a respectively is 
found where Q,, and « vary with temperature !. Some examples are listed 
in Table I (see further Bélehradek 1929, 1930, 1932, 1935). 

This equation was originally proposed as a merely descriptive means of 
expressing experimental data. But, with the comparison of accumulating 
results, it soon became apparent that the constants might have a theoretical 
meaning, for their variations in one and the same biological process often 
proved to be systematic. Factors such as age, thermal adaptation, water 
content, pressence of salts and other substances, differences in pH, often 
affect the value of b; and the explanation at hand is that the numerical 
value of b (and also of a) is connected with the variations in the physico- 
chemical state of the protoplasmic phases involved in the reaction rather 
than with the specific chemical nature of the “underlying master reaction” 
that would determine the velocity of the given biological process. 


The term “protoplasmic viscosity” was applied in the first version of 


(2) 


1 Certain peculiarities of the equation must be pointed out. The values of @ 
and b can be most easily determined graphically, by plotting log pv against 
log ({—) and tentatively varying the value of « until a straight line is obtained. 
This method obviously requires accurate experimental data, a sufficiently extensive 
range of temperatures, and frequent thermal points. With the degree of accuracy 
usual in biological figures, the determination of « and b is affected by an error. The 
value of @ often oscillates two or three degrees around the most probable value; 
and the lower down on the thermometric scale @ is situated, the greater is its 
variation, so that at a = — 70°C. variations of about + 5° have to be regarded as 
normal. This inconvenience—analogous to that encountered e.g. in determining 
the melting points of certain organic substances—however, can be greatly reduced 
if the accuracy of the data is reasonably good and at least one of the experimental 
temperatures lies close to a. The value of b, depending on that of a, is affected 
accordingly but to a much lesser extent. Biologists need not be discouraged by 
these properties of the formula. Any one of the temperature-velocity formulae 
used in biology has its errors, often enhanced by the relatively low degree of 
accuracy of biological data. The corresponding degree of uncertainty affecting 
the value of « is hardly less. Apart from this, in using the equation of Arrhenius 
(and its new, more elaborate form proposed by Eyring) it is supposed that all 
biological processes reach a standstill at 0°K only, which is-an assumption for 
which there is no evidence and against which there are many objections. On the 
contrary, the b, a-rule locates the specific zero points of biological functions 
on the general thermal scale with some degree of precision. 
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this hypothesis to denote the factor supposedly limiting the velocity of 
biological processes, but it was used in a broader sense to cover the total 
cellular resistance, mechanical and electrical, opposing free diffusion of 
molecules and ions. To avoid confusion it is now thought preferable to 
reserve the original meaning of the term “protoplasmic viscosity” as it is 
understood in experimental cytology, and to adopt the term “protoplasmic 
molecular resistance” in relation to the theory propounded here. Potential 
links between the two properties are not thereby denied; the general rela- 


Table 1. Values of « and b in some biological processes. 





Process 


Species 


ru Gee: 
ce cale. | ce Obs. | 


b 


Authority 





Photosynthesis 
O, consumption 


Locomotion 


Phototropic response 
Luminescence 
Reproduction 


Development 


Excystment 


Prunus laurocerasus 


Pseudomonas arsenoxi- 
dansquinque 


Bacillus cereus 
Rat, heart ventricle 


marine amoebae 
Locusta migratoria 
Necturus maculosus 
Vibrio phosphorescens 
Escherichia coli 
Lactobacillus delbrucki 
Tetrahymena geleii 
Drosophila (praepuppa) 
Rana sylvatica 

Rana pipiens 
Colpoda duodenaria 


| 
a 


| 
1.91 | Matthaei? 


1.27 


1.6 
1.78 


Turner and 
Legge 
Ingram 


| Fuhrman et 


al. 


| Pantin 1924! 


Chapman 
Cole! 


| Root 
| Barber! 


Slator! 


| Phelps 


Bliss 
Moore 
Moore 
Brown and 


Taylor? 
1 Computed by the author. 


tionship between viscosity of flow and rate of diffusion is to be retained 
as a directive in the first approximation. What matters, however, in effect 
is the resistance opposed within the submicroscopic protoplasmic phases 
and structures, and within the phase boundaries, where the underlying 
biochemical processes take place. The physical properties of such struc- 
iures cannot easily be described in quantitative terms, as they cannot be 
measured by direct methods; but the molecular resistance they offer can be 
assessed indirectly. An example should be quoted here as an illustration. 
The value of b in some biological processes tends to increase with the 
temperature to which the species or individual is adapted (Bélehradek 
1931: Moore). The explanation offered is that the molecular resistance 
of the relevant protoplasmic phase is related to the consistency of the 
lipids participating in its structure, and thus to the melting points of 
lipids, which are known to rise with the temperature of their formation on 
thermochemical grounds. The idea gained support from comparative 
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studies of the properties of protoplasmic lipids in species characterized 
by different temperature requirements. 

The theory that b is related to the molecular resistance is based on the 
fact that the temperature coefficient of viscosity in general increases with 
the viscosity itself (considered at a given temperature). At the time when 
the theory was first presented only a few scattered indications of this 
relationship were available, and the rule was formulated ad hoc (Béle- 
hradek 1926, 1929, 1930, 1932, 1935). Soon it received a theoretical basis 
derived from statistical molecular mechanics by Eyring (Glasstone): 
it can be demonstrated by the available viscosimetric data on homologous 
series of paraffins, sugar and gelatin solutions of increasing concentration, 
etc. The same relationship holds true for diffusion; in general, its temper- 
ature coefficient increases as its rate decreases. 


d) The relationship between temperature and viscosity 


The “viscosity of protoplasm,” as determined by e.g. the centrifuge 
method, cannot be directly utilised to test the theory, since it refers to the 
viscosity of the liquid or semiliquid ground phase of cytoplasm. However, 
its study in this connexion may provide useful indications, general and 


Bd Hb 46 UW T2bs.x104 








E | 


i 1 it 1 1 
O75 70 725 1$ 775 20 10g (t-a) 








Fig. 1. Logarithmic values of viscosity plotted against log (tf — a) give straight 
lines, in agreement with the equation of Slotte. Viscosity of water (10n) and 
of sucrose solution are also plotted in Arrhenian representation (upper left. upper 
scale); the plots are not linear, and a “break” appears in the case of sucrose, 
although Slotte’s formula gives one straight line (upper right). 
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indirect though they may ble, of the thermal response of the cognate 
material out of which the submicroscopic protoplasmic constituents are 
built. Further indications can be obtained from analogy with the viscosity 
of liquids in general. 

The question of a suitable formula presents itself first. So far the effect 
of temperature upon protoplasmic viscosity has been expressed in terms 
of Q,,. the numerical value of which, however, falls with increasing 
temperature as in biological processes in general. When Arrhenius’ 
formula is applied to the data, as far as they are sufficiently regular and 
cover a reasonably extensive range of temperatures, it is found that the 
value of « is equally variable with temperature; only in the case of Ascaris 


Table 2. Action of temperature upon viscosity. 





| | 
Temperature | 
range 


Substance Source of data 





Wet ss eee 3 3 | —O 150 | Intern. Crit. Tables 
Matt O6% « ss Intern. Crit. Tables 
Sucrose, 20%... . ) i Bingham and Jackson 
Sucrose, 40%... . : Bingham and Jackson 
Sucrose, 60%. . . . 9E 2.96 Bingham and Jackson 
Gelatin, 2.5% .. . 25 5 J. Loeb 
Peptone blood plasma . f . | Snyder and Todd 
Protoplasm: 
Phaseolus multiflorus . 60 1.88 | Weber and Weber 
Ascaris megalocephala . to 35 9.16 | Fauré-Fremiet 
ae —0.7 to 30 é 0.69 Pantin 1925 


eggs (Fauré-Fremiet’s data) is the value of « constant («u = 26,200 
+ 430) between 8° and 35°C. 

When the b,a-rule is applied to the same sample of data, constant 
values of b and a are invariably obtained for each group of data as shown 
in Fig. 1 and Table 2. 

For comparison, the formula was also applied to the viscosity of flow 
in blood plasma and in gelatin solutions with a satisfactory result. It was 
equally found applicable to the viscosity of sugar solutions; and, as it was 
found valid even for the lowest concentration, it was applied to the vis- 
cosity of water, with a good agreement between —10® and 150°C. Then 
only it was discovered that the formula was mathematically identical with 
that proposed in 1881 by Slotte and tested by Thorpe and Rodger 
for the temperature-viscosity relationship of a great number of different 
substances in the liquid state, among them waiter. 

The original form of this equation is 


4 =c/(a + t)*, 3) 


7 being the viscosity at a given temperature ¢ (in degrees centrigrade), 
and ¢, a and n being constants characterizing the individual liquids. 
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Let the lettering of the constants be modified for the purpose of this 
article, so that a becomes a, and n becomes b: 


n=c/(t+ a)? (4) 


The value of b can be found if two viscosity values 7, and 7, at two 
temperatures ¢, and t, are known: 


1% ~. 4 a 
t, +a 


~ (5) 


Ve 


p — 108% — log ne 
log (t, + a) — log (t, + @) 


(6) 


The identity of this formula with equation (2) is apparent, since 1 re- 
presents time (whereas p is the reciprocal of time) and the difference in the 
sign of a is irrelevant for reasons that will be evident later. 


Identification of the b,a-rule with the formula of Slotte is undoubtedly an 
additional argument in favour of the view that the rate of biological processes 
is closely related to a viscosity factor. The same result could doubtless have been 
obtained in a more direct way, had the formula been applied to protoplasmic 
viscosity immediately. However, the way in which the approach was made had 
the merit of being devoid of any preconceived idea; moreover, it provided an 
opportunity to establish the physical theoretical significance of a (=a) that, as 
far as the author is aware, was lacking before. Thorpe and Rodger used the 
formula, until then only descriptive, with a view to relating the constants to the 
molecular properties, but did not succeed. They seem to have been unaware of 
the fact that a represents the temperature threshold of viscous flow, as can now 
be concluded by analogy with the meaning of a in biological rate processes. 

This conclusion can be corroborated mathematically if, tentatively, ¢ is made 
to equal —a. The term (f+) then becomes (—a +a)», which equals zero. 
Consequently 

7 = c/0 = co. (7) 


In other words, the viscosity becomes infinite at a temperature equalling — a- 
The meaning of ¢ can be derived from the logarithmic shape of the formula 


log n, = loge — b log (t + «@). (8) 


This equation can be simplified if t-+ «= 1, or log (t+) —0, and consequently 
b.log (t+ 4) also equals zero. The equation then becomes 


log n, = loge. (9) 


Thus c represents the viscosity at the temperature « + 1; and, as the numerical 
value of a has a negative sign, this corresponds to a temperature lying one degree 
above a. It is now obvious why it is merely a matter of convention whether a is 
written with a positive or a negative sign. For instance, in the viscosity of water 
one can put either « = — 46°C., or —a= 46. The former method is preferable 
as confusion might arise in certain cases in which the threshold temperature lies 
above zero centigrade. 
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The theoretical interpretation given here to the formula can be verified first of 
all by expanding further the analysis of Thorpe and Rodger’s viscosimetric 
data. By replotting their figures in log-log representation straight lines are ob- 
tained in all instances except in certain higher alcohols in which the authors found 
two or three different values of constants for various sections of the temperature 
scale. The numerical value of « lies well below 0°C., as is normal for the viscosity 
of substances that are liquid at ordinary temperatures. Further, the value of « 
does not exceed the lower limit of the general temperature scale (— 273°C.) as is 
to be expected in view of the thermometric dimension of the constant. Only in one 
instance, acetaldehyde, is «= — 286; this, however, seems to be an accidental. 
rather than an exceptional, value since the relevant range of temperatures was 
only 19° in extent and consequently too narrow for a safe extrapolation. 


The values of « lie lower on the scale than the corresponding melting points. 
The “infinitely high viscosity value” associated with @ is not related therefore to 
the solid state attained by crystallization, but to that of the amorphous or vitreous 
state reached by gradually increasing the viscosity of a supercooled liquid by 
further cooling. 


In attempting to check this conclusion on physical grounds one is struck by the 
paucity of exact data concerning the vitreous state in general (see e.g. Parting- 
ton). Reliable and systematic data are lacking even for water and watery solutions 
(cf. Luyet and Gehenio). Solid amorphous water was produced on various 
rare occasions, the reported temperatures being —12 to —20°C. These figures 
apparently are not definite and the true vitrification of water probably occurs at 
considerably lower temperatures, as Luyet and Gehenio have observed 
amorphous solidification of sugar and dextrin solutions at —9,4 and —40,6°C. 
This uncertainty, owing to the metastable character of the vitreous state, is re- 
sponsible for the lack of a sharply defined vitrification point, analogous to the 
critical melting point, but suggests rather a range of temperatures at which the 
vitreous state may be attained. If, therefore, the values of a, theoretically com- 
puted for water and watery solutions, in the main lie lower than the scattered ex- 
perimental figures so far available, this fact should not be held against the theory, 
as more precise and systematic data are needed. It should be remembered also 
that these figures have been assessed by the optical properties of supercooled 
droplets of water, too unreliable a method of evaluating the physical consistency 
of any substance. However, the agreement seems encouraging in the sugar solu- 
tions studied by Lu yet and Gehenio. 


By virtue of its definition the value of « is affected by an operational factor: 
a supercooled liquid that will not longer flow under the pressure of its own weight 
when a certain low temperature is reached, can be forced to flow at a still lower 
temperature if additional force is applied. Viscosimetric data viewed from this 
angle therefore are comparable only inasmuch as they have been acquired by the 
same method and under the same driving force, unless a correction has been 
introduced. 


Viscosities of various watery liquids as analyzed in Table 2 give « and b values 
that are comparable with each other. Numerical values of b increase with the con- 
centration, and thus with the specific viscosity, of sugar solutions, confirming the 
rule stated above: at the same time a shifts upwards on the temperature scale. 
Further, alla values are higher than that for water, as would be expected; in 
contrast, the values of « for most of the organic liquids examined by Thorpe 
and Rodger lie between —100 and —200°C. 
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The results obtained for protoplasmic viscosity are not fully com- 
parable amongst themselves. The methods varied, the centrifuge method 
having been used in the case of eggs, and the method of falling starch 
grains in that of Phaseolus cells. Moreover, the centrifugal force in the 
two studies on ova was not the same, and the eggs were mature in one 
instance and immature in the other. 


Nevertheless, three main conclusions can be drawn from their analysis, 
viz. (i) the equation of Slotte is applicable to the viscosity of the cyto- 
plasmic ground phase; (ii) the respective constants are similar in magni- 
tude to those found in watery solutions of organic substances, but they 
vary greatly with biological factors and probably are also affected by an 
operational factor so far neglected; and (iii) the “vitrification temperature” 
as represented by a does not seem to be simply related to the temperatures 
to which various species are adapted. 


e) The effect of temperature on permeability, diffusion and electric 
conductivity 


Of the data available on the permeability of living cells, those provided 


by Jacobs on mammalian blood cells and those by Wartiovaara on 
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Fig. 2. Permeability of erythrocytes (as log times) and of Tolypellopsis (as log 

rates) plotted against log (t—a) as required by Slotte’s equation. Rate of 

diffusion (log D) of BaCl, and mannitol in water are also represented. For com- 

parison, some of the data are also given in the Arrhenian plot (log times, or rates, 
against i/T,,,.; upper scale, dashed lines). 
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internodal cells of Characeae have proved suitable for handling by the b, 
a-rule; for the experimental techniques involved did not alter the normal 
conditions of permeability, and the range of temperatures was extensive 
enough. While, as stated by the authors, the values of Q,, and wu are 


Table 3. Action of temperature upon the rate of diffusion, osmosis, permeability. 
and electric conductivity. 





Process Source of data 





NaCl, 0.05% . 

KCl, 1%. 5S eae 

Ec. 5 iaicay 5s Tc an oe | 
CaCl,, 1% . | 
MgCl,, 1%. ee ee | 
eS eater ee ee 42 | 
ON OSS aan ar Ae ee Oe ee : | Scheffer and Scheffer 


(b) Osmosis: 


(a) Diffusion in water: | 
| 


| Int. Crit. Tables 


Cu-ferrocyanide membrane ... . Pfeffer 
Testa, Arachis hypogaea. .... . é Denny 
(c) Cell permeability : 
Tolypellopsis (Characeae) : 
Urethylan . 
Butylene glycol. a 
Tetramethylene glycol. 
Hexamethylene tetramin 
Human erythrocytes: 
Water . 
Glycerol . By fe 
Glycerol-+ NaHCO, . 
Ethylene glycol... ...... 2.56 
ee ee ee 5.3 
Ee is, ke 2, Sas ce YR as - 13.3 | 
RVOREOR. ww 8 st ew 9.8 |; Jacobs et al. 
Ox erythrocytes: | 
a a a ra 8.6 
Glycerol + acetic acid. ..... | 13.8 
MES) ie ot sats ge weve 1 et 
Electric conductivity: 
PRRs FAO eo od cae ee & 1.34 
Rabbit muscle ......... . 1.20 
PN SIMO: 5 oe ae ne oe os 1.44 





affected by temperature, single values of b and a suffice in each case, as is 
evident from the graph (Fig. 2) and indicated in Table 3. The magnitude 
of b within a given set of values on the whole varies inversely with the 
rate of permeability. 


In view of the recognized analogies between cellular permeability and 
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diffusion, or “facilitated diffusion” (D anie11i), it is interesting to try the 
same formula in a simple diffusion process. Diffusion of mannitol in water 
has been chosen, as the same data (Scheffer and Scheffer) have been 
used to test Eyring’s theory; the variation of «4 with temperature in this 
case has been pointed out above. As is evident from Fig. 2, the data fit 
the b, a-rule, giving a = —30°C., a value consistent with that found for the 
viscosity of water, if the molecular dimensions are taken into consideration. 

Diffusion of a number of salts in water has also been tested; values lie 
close to those valid for the viscous flow of water and weak solutions of 
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Fig. 3. Electric resistance of living tissues as a function of temperature reckoned 
from a specific threshold (a) in bi-logarithmic representation. Data of Duy ff.— 
Resistance of a 0.116% solution of NaCl is represented for comparison. 


crystalloids. However, the figures given here are provisional because of 
the relatively limited range of temperatures in the experiments. 


The formula has also been tentatively applied to membrane diffusion. 
The values of a lie considerably lower than that for the viscosity of water; 
in the light of the preceding analysis this might be due to the greater force 
involved in membrane osmotic diffusion compared with that involved in 
simple viscous flow, but no definite conclusion can be reached at this stage. 

The formula holds good in the electric resistance of tissues, as can be 
shown by Duyff’s data covering a large portion of the temperature 
scale (Fig. 3). Figures found for electric resistance of solutions are com- 
parable with those computed for tissues (Table 3; Fig. 3). 


Protoplasma, Bd. XLVIII/1 
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f) Enzyme action 


Without any theoretical hypothesis in mind, the formula has been tried 
in various enzyme processes, and it was a surprise to find it applicable 
with the same or often even better degree of accuracy as the Arrhenius 
formula, as only on value of a and b is sufficient, where two or more values 
of uw are necessary. The accuracy of the plot is shown in Fig. 4 and the 
numerical values of a and b are listed in Table 4. It will be noted that 
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Fig. 4. Effect of temperature reckoned from a treshold @ upon the rate of some 

enzymatic hydrolyses, in bi-logarithmic representation conformly to Slotte’s 

formula. — 1: yeast invertase at pH=5.6 (Sizer); 2: crystalline urease (P o- 

land); 3: pepsin (Ege); 4: trypsin (Butler); 5: cat bone phosphatase 
(Bodansky). 


most of the enzymes obeying the formula are hydrolases; however, it would 
be premature to generalise at this stage. 

From the results so far obtained, several conclusions can be pro- 
visionally drawn. The constants seem to be related to the configuration of 
the enzyme molecule, as they vary for example with pH, and as one and 
the same enzyme yields different constants when figures given by various 
authors are tested. A first tentative hypothesis offered (Bélehradek 
1954) is that the thermal response of an enzymatic process is based upon 
the degree of “uncoiling” of the enzyme molecule as a result of changes in 
the intramolecular. temperature-sensitive weak bonds, such as the hydrogen 
bridges. Too close a “coiling” in cold, and too loose an “uncoiling” in heat 
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reduce the activity; and the temperature optimum corresponds to the 
optimal coiling (cf. Kavanau). 

The position of a on the scale greatly varies, but is generally low. 
Although it rarely descends below the value characteristic of the viscosity 


Table 4. Action of temperature upon the rate of enzyme activity. 


Enzyme Source of data 








Amylase (malt) y | 2.84 Ernstroem 

Amylase (malt) 1.94 | Luers and Wasmund 
Invertase | 3.36 Kjeldahl 

Invertase (yeast), pH = 5.6... | 3.04 | Sizer 

Invertase (yeast), pH = 3.2... | 3.04 | Sizer 

Maltase (yeast) 0.96 Lintner and Kréber 
Lipase (pancreas) | 1.20 | Kastle and Léwenhart 
Lipase (liver) —S8& | 0.76 | Kastle and Léwenhart 
Trypsin —15 | 2.86 Butler 

Trypsin —3 | 2.80 Weis 

Pepsin —20 | 2.36 | Ege 

Urease (crystalline) —30 | 2.20 Kistiakowski and Lumry 
Urease (crystalline) —30 2.56 Poland 

Phosphatase —15 | , 2.22 Bodansky 





of water, values as low as —60°C. are occasionally encountered. Ex- 
perimentally, certain enzymes have been found active at comparable 
temperatures (Sizer and Josephson). More experimental data of this 
kind are needed before these pointers can acquire a working hypothetical 
value. 


g) Discussion 


Whatever takes place in a living cell takes place in a watery medium, 
and the particles involved are hydrated. Water molecules attached essen- 
tially by weak secondary valencies and hydrogen bridges coat the mole- 
cules and ions; they complete the configuration of dissolved protein mole- 
cules and also give to the enzyme molecules a structural pattern necessary 
for their activity. Molecules of reactants travelling across various phases of 
protoplasm carry a coating of water molecules that is ruptured before the 
chemical change occurs, and is reconstituted around the products. All 
intracellular movements of molecules and ions therefore take place in the 
presence of a frictional resistance exerted by water molecules, either free 
or bound to the hydrated particles, and either travelling or forming part 
of the less mobile, structural or “plastic” phases of protoplasm. The 
frictional resistance of free water molecules is relatively low and corre- 
sponds roughly to the viscosity of water in very narrow capillary spaces. 
It is high where water molecules cannot move freely owing to their stronger 
bondage with other molecules, especially protein molecules. It seems le- 
gitimate to supose that in a cell there is a great variety of fields endowed 


6* 
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with their own “microviscosities” corresponding to diverse submicroscopic 
phases and phase boundaries, and that a cell constitutes a highly diversi- 
fied system of molecular resistances based upon the distribution of highly 
heterogeneous microviscosity values. This picture differs from that cur- 
rently applied to the réle of water in cellular life; indeed, it has to be 
admitted that water is a more active, and a more variedly active participant 
in protoplasmic kinetics than would be expected from its generally ac- 
cepted réle as a universal, but merely passive, lubricant of the proto- 
plasmic mechanism. In fact, water is often thought of as little more than 
a sort of protoplasmic ether corresponding to the empty space in gas 
kinetics. This is wrong, and the currently accepted distinction between 
“free” and “bound” water does not suffice to express the infinitely greater 
variety of states in which water is present in living matter. 

On the whole, a is situated higher on the scale in cellular processes than 
in enzyme reactions in vitro; and this is true of both the computed and 
observed values. This is in agreement with the now generally held 
attachment of enzyme molecules to the structural elements of protoplasm 
(Seifriz; Bensley; Barron; Mahler) that determine the con- 
ditions under which an enzyme works, e.g. surface adsorption (Fraser 
and Kaplan) or diffusion barriers (Best). In biological processes in 
which a relatively high (on the scale) value of a is encountered, parti- 
cipation of protoplasmic lipids in co-determining the resistance barriers 
should be considered. Their melting point and therefore their consistency 
depend upon the temperature prevailing at the time of their formation, 
and this property has been advocated to explain the mechanism of thermal 
adaptation, as pointed out above (p. 58-59). Through their association with 
proteins they probably impart to lipoprotein complexes thermo-physical 
properties different from those characterizing the protein moiety alone. 

The applicability of the formula to the action of certain enzymes is less 
surprising if it is borne in mind that the molecules of enzyme, substrate 
and products are also hydrated. 

The concept of the molecular resistance of protoplasm as summarised 
in this paper and that of protoplasmic molecular energy as described by 
the formula of Arrhenius can be regarded as equally justifiable approaches 
to cellular kinetics which can be handled quantitatively in more than one 
way. Whether this is due to temporarily insufficient information in a re- 
latively young subject, or whether cellular kinetics is one of the phenomena 
that can be treated in two different, but equally justifiable, ways remains 
to be seen. 


Conclusions 


1. The formula originally suggested for the temperature-velocity re- 
lationship in simple biological processes has been found to be identical 
with Slotte’s formula for the temperature-viscosity relationship in 
various liquids, including water and aqueous solutions. 

2. This provides an additional argument in favour of the previously 
suggested hypothesis that the rate of biological processes is primarily 
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determined by protoplasmic resistance opposing free movement of mole- 
cules travelling within living matter, rather than by the rate of chemical 
change considered by itself. 

3. By analogy with its meaning in biology, where it denotes the temper- 
ature threshold or specific thermal zero point of a process, the constant a in 
Slotte’s formula can be given the meaning of the temperature threshold 
of viscous flow, that is the temperature at which a supercooled liquid as- 
sumes infinitely high viscosity, when in vitreous state. This conclusion is 
confirmed mathematically on the basis of the formula itself. 

4. The formula also fits data on protoplasmic viscosity, cellular perme- 
ability and electric resistance of tissues; equally it fits data on the rate of 
diffusion in water, membrane dialysis and electric resistance of electrolyte 
solution. 

5. Both the biological and the physico-chemical processes here shown 
to obey the formula of Slotte, are based upon the movement of hydrated 
particles in water or along other hydrated particles, and subject to frictio- 
nal resistance between water molecules, either free or bound by various 
hydrating forces which may attain a high value in greatly reducing the 
mobility of water molecules so bound; the frictional resistance presumably 
varies accordingly. 

6. Values of a in biological rate processes are never lower than —46°C., 
which is the value of a for the viscous flow of water, and thus the theoreti- 
cal value of the solid vitrification temperature of water; they are often 


higher, as is also the case in the viscous flow of sugar solutions and gelatin 
solutions; participation of protoplasmic lipids in the determination of a in 
biological processes is discussed. 

7. The formula has also been found valid in certain enzyme reactions 
in which the equation of Arrhenius gives a « varying with temperature; 
a tentative hypothesis is suggested. 
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Gebilde zu betonen. Diese gehen aus Stérungen des normalen Kristallisa- 
tionsvorganges hervor, denn Umwandlungen kénnen zwar in der Richtung 
der Bildung regelmafiger Kristalle erfolgen, nicht aber umgekehrt. 

Die Bezeichnung .,somatoide Bildungsformen“ iibernimmt Gicklhorn 
(1929) fiir geformte Farbstoffallungen im Plasma, die er unter gewissen 
Versuchsbedingungen beobachtete. 

Initeressante Angaben iiber gehemmie Kristallbildung von Farbstoffen 
macht auch Wagner (1929). 

In neuester Zeit hat K iister (1951) — in einer seiner letzten Arbeiten — 
unsere Kenntnisse auf diesem Gebiet abermals durch eine grofe Zahl von 
Beobachtungen vermehrt. Er beschrieb aufer den nun bereits bekannten 
Kristallniederschlagen vor allem Membranstrukturen, die bei dieser Be- 
handlung zutage treten, wie z. B. Membranstreifungen bei Allium cepa 
und Elodea canadensis und Rahmenfarbungen (Bildungen von Kristall- 
niederschligen an den Randern von Zellwanden bei Farblosigkeit des Bin- 
nenfeldes). Ferner schenkte K iis te r seine Aufmerksamkeit den zahlreichen 
Metachromasieerscheinungen, die bei Behandlung gefarbter Zellwande mit 
Salzlésungen zu beobachten sind. Auch hier gibt es wieder cytomorphologi- 
sche Differenzierungen, wie etwa die besonders starke Metachromasie der 
TiipfelschlieRhaute. 

Werden gefarbte Zellwande hingegen nicht mit Nitraten, sondern mit 
Chloriden (z. B. KCl oder CaCl.) behandelt, dann kommt es nicht zur Ent- 
stehung differenzierter Gebilde, sondern die Membran wird diffus entfarbt. 
Dabei diffundiert aber der Farbstoff interessanterweise wahrend eines be- 
stimmten Zeitraumes nicht nach aufen ab, sondern bleibt in dem Vorraum 
zwischen den ungefarbten Protoplasten und der. Zellwand (,,Negativ- 
farbung“ nach Borriss). Ahnliche Bilder kénnen auch bei niedrigen 
KNO,-Konzentrationen entstehen (Borriss 1937, Abb. 4). Héfler und 
Schindler (1953) sowie Hirn (1953) beobachteten solche Negativfarbung 
oder Vorraumfarbung auch bei Algenzellen. Hier kommt es iibrigens auch 
bei Behandlung mit CaCl, zu kristallinischen Niederschlagen (vgl. Héfler 
und Schindler 1953, Abb. 3). Wie bereits Borriss ausfiihrt, erfordert 
die Tatsache der Negativfarbung die Annahme, daft die Zellwande fiir den 
im Vorraum gelésten Farbstoff schwer permeabel sind. Héfler und 
Schindler (1953) stellten fest, daB die von Brauner (1933) angenom- 
mene Verminderung der Membranpermeabilitat durch eine Eisenspeiche- 
rung, wie sie in vielen Desmidiaceen-Membranen vorkommt (vgl. Héfler 
1926), fiir die von ihnen untersuchten Objekte nicht zutrifft. 


Die vorliegende Arbeit schlieRt sich vor allem an die Ausfiihrungen 
von Borriss an, dessen Versuche nach verschiedenen Richtungen hin er- 
weitert wurden. Ich untersuchte die Wirkung sehr verschiedener Salze auf 
Zellwande, die mit Methylenblau und einigen anderen Farbstoffen gefarbt 
worden waren, und verglich vor allem die Wirkung verschiedener Anionen 
sowie die Bedeutung des Lebenszustandes der Zellen fiir die besprochenen 
Phanomene. 


An dieser Stelle sei es mir gestattet, meinem hochverehrten Lehrer. 
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Herrn Professor Dr. Karl Héfler, Vorstand des Pflanzenphysiologischen 
Instituts, fiir die Anregung zu dieser Arbeit sowie fiir die stete Hilfe und 
Férderung meinen ergebensten Dank auszusprechen. 

Ebenso gebiihrt mein Dank Herrn Assistenten Dr. Helmut Kinzel fiir 
seine rege Anteilnahme, fiir sein Interesse, das er meiner Arbeit stets ent- 
gegenbrachte, und fiir seine Beratung in allen chemischen Fragen. 

Herrn Assistenten Dr. Walter Url danke ich herzlichst fiir die Her- 
stellung der Photographien. 


Methodik der Versuche 


Die folgenden Versuche wurden zum Teil mit den Innenepidermen von 
Allium cepa, zum Teil mit den Blatt- und Stengelepidermen anderer 
héherer Pflanzen durchgefiihrt. 

Die von mir verwendeten Zwiebeln stammten aus dem Versuchsgarten 
des Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitat im Augarten. Die 
ibrigen Pflanzen waren teils aus dem Glashaus des Instituts, teils aus einem 
Privatgarten in Sievering, oder Freilandmaterial der Umgebung Wiens. Ich 
verwendete unausgetriebene Zwiebeln und schnitt die Innenepidermis mit 
einer scharfen Rasierklinge in kleine Teile, die dann mit der Pinzette vor- 
sichtig abgezogen wurden. Von den Epidermen der iibrigen Pflanzen wur- 
den diinne Flachenschnitte hergestellt. 

Die Schnitte wurden sodann in ein kleines Schalchen gebracht, in dem 
sich die Farblésung befand. Es wurden meist Lésungen in einer Konzentra- 
tion 1 : 1000 verwendet (10 mg Farbstoff auf 10 cm3 dest. Wasser). Der Farb- 
stoff wurde in destilliertem Wasser gelést (pH 5,5—6,0). Die Farbezeit be- 
trug meist 3 Minuten. Nach dieser Zeit war die Membran kraftig gefarbt. 

Die Schnitte wurden hierauf kurze Zeit in destilliertes Wasser gelegt, 
um den iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen. Dann brachte ich die Schnitte 
mit einer Pinzette auf den Objekttrager, bedeckte sie mit einem Deckglas 
und saugte die Salzlésungen durch. Die Konzentrationen der Lésungen 
werden im experimentellen Teil immer in Mol/] angegeben. 

Die Farbténe wurden mit der kleinen FarbmeRtafel nach Ostwald, Aus- 
gabe C (Franckh’sche Verlagshandlung, Stuttgart-O.), bestimmt. 

Die Photographien wurden teils mit Zeiss-Miflex-Aufsatzkamera auf 
Lumiére-Lumichrome-Platten aufgenommen (und zwar die Nummern 1, 2, 
3, 5, 8, 9, 10), teils mit Exakta Varex auf einem Adox-Kb 14-Film (Nr. 4, 6, 
7, #4, 42). 


| Vergleichende Versuche mit verschiedenen Neutralsalzen 
und basischen Farbstoffen 


I. An Allium cepa 


1. Negativfarbung 
Wie bereits erwihnt, hat schon Borriss (1937) festgestellt, da bei 
Zellwinden, die mit KCl entfarbt wurden, in den Zellen keine distinkten 
Gebilde auftreten. Der Farbstoff bleibt im extraplasmatischen Raum einige 
Zeit hindurch gelést (Negativfarbung, Vorraumfarbung). 


7* 
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Ich untersuchie noch eine grofe Zahl von Salzen und fand bei einer 
Reihe von ihnen das genannte Phinomen, namlich bei Kaliumsul fat, gelbem 
Blutlaugensalz, Natriumfluorid, Ammoniummolybdat, Natriumphosphor- 
molybdat. 

Ebenso konnte ich mit allen untersuchten organischen Salzen, wie 
Seignettesalz, Natriumoxalat, ameisensaurem Kalzium, essigsaurem Na- 
trium, propionsaurem Natrium, buttersaurem Natrium und milchsaurem 
Natrium, Negativfarbung erzielen. In keinem Fall entstanden innerhalb 


der Zellen kristallinische Niederschlage. 


2. Versuche mit Methylenblau und Nitraten 


A. KNO,. — Zellen der Innenepidermis von Allium cepa wurden in 
Methylenblau 1 : 1000 angefarbt, die Membranen zeigen nach der kleinen 
Farbmeftafel nach Ostwald den Farbton 13 pa. 

Beim Durchsaugen einer 1 molaren KNO,-Lésung ist eine deutliche Um- 
farbung zu sehen, und zwar zunachst in den Randzellen, dann iiber das 
ganze Praparat fortschreitend. Es ist iiberall eine deutliche blaurote Ver- 
farbung zu erkennen (Farbton 11 pa). Diffuse blaue Wolken treten in den 
umgebenden Salztropfen aus, gleichzeitig treten aus der Zellwand un- 
zahlige dunkelblau gefarbte Tropfen aus, die sich in lebhafter BMB be- 
finden. Diese Kugeln treten aus, noch bevor Plasmolyse erfolgt. Sie stoRen 
aneinander, flieBen zusammen und werden dadurch bedeutend gréfer, 
dafiir aber weniger zahlreich. Beim Zusammenfliefen verlieren die Kugeln 
ihre runde Gestalt und werden zu unregelmafig geformten Gebilden 


(.Schollen*), die im Raum zwischen Zellwand und Protoplasten liegen 
(Abb. 1). Die Membran ist entfarbt, nur die Mittellamelle behalt noch 


einen rotblauen Farbton. 


Die Scholienbildung verlauft aber nicht in allen Zellen gleich schnell. 
In manchen Zellen sieht man z. B. noch ein typisches Trépfchenstadium, 
wahrend in der Nachbarzelle bereits Schollen liegen. 

Nach 20—30 Minuten verlieren die Schollen ihre typische Blaufarbung; 
sie werden immer heller, verlieren schlieflich ihre Umrisse und lésen 
sich auf. 

Gleichzeitig mit diesem Vorgang beginnen sich iiber dem Schnitt blaue 
Kristallnadeln zu bilden, die in dem MaBe wachsen, wie die Schollen ver- 
schwinden (vgl. Abb. 2), bis schlieBlich der gesamte Farbstoff in Form der 
iiber dem Schnitt liegenden KristallspieRe vorliegt (Abb. 3). Wie bereits 
erwahnt, handelt es sich bei den Schollen um eine instabile Modifikation 
des Farbsalzes (,,Koazervate“ nach Borriss), die nach bekannten physiko- 
chemischen Prinzipien in die stabile Modifikation iibergehen. 

Den ganzen Vorgang der Trépfchen-, Schollen- und Kristallbildung kann 
man in jedem beliebigen Stadium riickgangig machen, indem man durch 
das Praiparat einen Tropfen Wasser durchsaugt. 

Bei niedrigeren KNO,-Konzentrationen (0,8 mol, 0,6 mol, 0,5 mol) sind 
die gleichen Stadien zu beobachten, die man bei Behandlung mit 1 mol er- 
halt. Nur dauert das Trépfchenstadium, z.B. bei 0,6 mol, 15—20 Minuten. 
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1. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KNO, behandelt. 10 Min. nach Versuchsbeginn. 


. 2. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KNO, behandelt. 25 Min. nach Versuchsbeginn. 


3. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KNO, behandelt. 35 Min. nach Versuchsbeginn. 


. 4. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol Ca (NO;), behandelt. 25 Min. nach Versuchsbeginn. 
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Erst nach dieser Zeit sind die Schollen sichtbar, und erst ungefahr 1%Stun- 
den nach dem Durchsaugen der Salzlésung sind die iiber den Zellen liegen- 
den Kristalle zu sehen. Mit abnehmender Konzentration wird die Negativ- 
firbung immer starker. Wahrend die Schollen bei abnehmender Salzkon- 
zentration immer blasser, kleiner und undeutlicher werden, farbt sich der 
extraplasmatische Raum immer deutlicher an. Diese Farbung ist aber nicht 
bestindig; der Farbstoff diffundiert mit der Zeit durch die Membran in den 
umgebenden Salztropfen und bildet dort die gleichen Kristallspiefe, die 
sich aus den Schollen bilden. Bei 0.3 mol bilden sich keine Schollen mehr, 
sondern der gesamte Farbstoff ist diffus im sogenannten ,,Vorraum“*. Bei 
Konzenirationen, bei denen keine plasmolytische Abhebung mehr erfolgt, 
entfirben sich die Zellwinde diffus. In dem Schalchen, in dem der Schnitt 
in der Salzlésung liegt, sieht man deutlich die blauen Farbwolken. Bei 
mikroskopischer Betrachtung sieht man eine feine blaue Querstreifung der 
Membran (vgl. dazu Kiister 1951, S. 260). 


B. Ca(NO,),. — Saugt man durch das Priparat (Innenepidermis von 
Allium cepa, gefarbt in Methylenblau 1 : 1000, Farbezeit: 3 Minuten) an- 
statt der 1 molaren KNO,-Lésung eine 1 molare Ca(NO,),-Lésung durch, so 
sind die einzelnen Stadien dieselben wie bei Verwendung von 1 mol KNO,: 


Neben einigen in den umgebenden Salztropfen austretenden Farbwolken 
schnellen aus der blaugefarbten Membran zahlreiche dunkelblau gefarbte 
Kugeln aus, noch bevor Plasmolyse eingetreten ist. Diese Kugeln befinden 
sich in lebhafter BMB, stofen aneinander, stellen dabei ihre Bewegung ein 
und bilden .,Schollen“, die deutlich blau gefiarbt sind und im Raum zwischen 
Membran und Protoplasten liegen. 

Nach ungefahr 23 Minuten verlieren die Schollen langsam ihre Farbe 
und lésen sich allmahlich auf. Es bilden sich die iiber dem Praparat liegen- 
den Kristallnadeln, die in dem Mae wachsen, wie die im extraplasmati- 
schen Raum liegenden Schollen verschwinden. 

Abb. 4 zeigt deutlich solche iiber dem Praparat gelegene Kristallnadel- 
biischel. In einigen Zellen sind noch die Schollen vorhanden. 


3. Versuche mit Methylenblau und Bromiden 


Verwendet man anstatt der KNO,-Lésung eine 0,7 molare KBr-Lésung, 
so sind die einzelnen Anfangsstadien die gleichen wie bei KNO,-Behand- 
lung: die Zellwand verfarbt sich metachromatisch (Farbion 9ia) und das 
Trépfchenstadium ist dem schon beschriebenen sehr ahnlich. Der Unter- 
schied gegeniiber KNO, wird beim Aneinanderstofen der Kugeln deutlich. 
Sie ziehen sich zu langlichen Gebilden aus, die untereinander durch feine 
Faden verbunden erscheinen und ein zusammenhangendes Netzwerk bilden 
(vgl. Abb. 5), das nach der Ostwaldschen Farbtafel den Farbton 8 ie hat. 
Hier gibt es in den Zellen keine isolierten Kugeln und Schollen, sondern 
die Aggregate sind perlschnurartig aufgereiht. Ein weiterer auffalliger 
Unterschied gegeniiber KNO, ist die Stabilitat der KBr-Muster. Wahrend 
die Schollen zugunsten der iiber dem Praparat liegenden Kristallnadeln 
verschwinden, stellen die KBr-Aggregate offenbar eine stabile Form des 





Abb. 5. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 0,7 mol KBr behandelt. 5 Min. nach Versuchsbeginn. 

Abb. 6. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1,0 mol KBr behandelt. 5 Min. nach Versuchsbeginn. 

Abb. 7. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 0,4 mol KJ behandelt. 10 Min. nach Versuchsbeginn. 

Abb. 8. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 0,6 mol KCNS behandelt. 10 Min. nach Versuchsbeginn. 
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Farbsalzes dar, denn sie sind noch nach Wochen unverandert erhalten. Es 
biiden sich zwar iiber dem Schnitt einige Kristallnadeln, doch diirften diese 
nur von einer geringen Menge Farbstoff herriihren, die zu Anfang des Ver- 
suches nach auffen abdiffundierte. Diese Kristallnadeln werden auch bei 
Liegenbleiben in der Salzlésung nicht mehr gréfer. Ein weiterer sehr auf- 
falliger Unterschied gegeniiber der KNO,-Behandlung liegt in der ver- 
schiedenen Abhiangigkeit des Vorganges von der Salzkonzentration. Bei 
KNO, tritt die Schollenbildung desto kraftiger und schéner ein, je konzen- 
trierter die Salzlésung ist. In der héchsten verwendeten Konzentration 
(2 mol) war sie am deutlichsten sichtbar. Bei KBr hingegen liegt das Opti- 
mum bei wesentlich niedrigeren Konzentrationen (0,7 mol). Bei héherer 
Konzentration sind die Aggregate wohl gréfer, dafiir aber weniger zahl- 
reich (Abb. 6). 

In Konzentrationen unterhalb 0,4 mol bilden sich weder gefarbte Ge- 
bilde, noch zeigt sich die Erscheinung der Metachromasie. Zwischen 0,3 und 
0,1 mol entfarbt sich die Membran erst nach langerem Liegen in der Salz- 
lésung. Der Farbstoff tritt diffus aus und hinterlaRt die Membran unge- 
farbt. 

Ebenso wie KBr verhalt sich auch CaBr,. Es zeigt sich auch hier deutlich, 
daf bei der Aggregatbildung die Anionen wirksam und daf 
die Kationen ohne Einflu® sind. 

Auch bei Bromiden lésen sich beim Durchsaugen von Wasser die Aggre- 
gate auf, und der Farbstoff wird wieder von der Zellwand aufgenommen. 
Obwohl KNO, und KBr gewisse Unterschiede in ihrer Wirkung zeigen, so 
lassen sie sich doch im wesentlichen zu einem einheitlichhen Typus zusam- 
menfassen, dem in den beiden Salzen KJ und KCNS ein ganz anderer 
Typus der Wirkung auf gefarbte Zellwande gegeniibersteht. 


4. Versuche mit Methylenblau und K J 


Die Konzentration von 1 mol KJ ruft eine starke metachromatische Ver- 
farbung der Membran hervor (Farbton 10 pc). Im allgemeinen entstehen 
bei 1 mol weder distinkte Gebilde in den Zellen noch tritt eine diffuse Ent- 
farbung der Zellwand auf. Das Ergebnis ist leicht erklarbar: 

Setzt man auf dem Objekttrager zu einem Tropfen Methylenblaulésung 
einen Tropfen einer 1 molaren K J-Lésung zu, so tritt augenblicklich eine 
kristallinische Fallung auf. Ebenso diirfte auch innerhalb der Zellwand 
eine solche Fallung in submikroskopischen Dimensionen stattfinden, womit 
vielleicht auch die Starke der Metachromasie zusammenhingt. Auferhalb 
der Zellen liegen meist einige Kristalle, deren Entstehung sich aus ober- 
flachlich anhaftendem Farbstoff erklart. 

Bei schwicheren Konzentrationen bilden sich auch hier bestimmte sicht- 
bare Kérper in den Zellen aus, aber niemals in Form der unregelmafigen 
Schollen oder Muster wie bei KNO, bzw. KBr. Hier entstehen die Bildungen 
immer in kristalliner Form. Es handelt sich hier um zarte, verzweigte 
~Facher“ oder Kristallbiischel, die ebenso wie die Zellwande metachroma- 


tisch verfarbt sind (Abb. 7). 
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Bei 0,03 mol KJ bilden sich erst nach 10 Minuten Liegen in der Salz- 
lésung schéne breite Facher von rotlila Farbe aus. Ab 0,02 mol tritt keine 
Metachromasie mehr auf, die Zellwiande behalten ihre urspriingliche blaue 
Farbe. Auch nach langerem Liegen in der Salzlésung erfolgt weder Mem- 
branverfarbung noch Musterbildung. Der Lebenszustand der Zelle wurde 
in allen Fallen durch Plasmolyse iiberpriift. 


Aus den Versuchen geht hervor, da& mit KJ iiberhaupt keine Entfar- 
bung der Zellwand im eigentlichen Sinn zu erreichen ist. Bei hoher Kon- 
zentration wird der Farbstoff in Form eines submikroskopischen Nieder- 
schlages ausgefallt. Bei mittleren Konzentrationen bilden sich der Innen- 
seite der Zellwand angelagerte Kristallaggregate, bei schwachen Konzen- 
trationen behialt sie ihre urspriingliche Farbung. Diese Erscheinungen 4n- 
dern sich auch bei langem Liegen in der Salzlésung nicht mehr. 


5. Versuche mit Methylenblau und KCNS 
Die durch KCNS hervorgerufenen Erscheinungen sind dem durch KJ 


verursachten Bildungen in vielem sehr ahnlich. Bei Konzentrationen von 
2mol bis 0,5 mol tritt sehr starke Metachromasie auf (Farbton 10 na beim 
Durchsaugen von 1,0mol), es entstehen aber keine kristallinen Nieder- 
schlige. Wie bei K J diirften auch hier submikroskopische Fallungen in den 
Zellwinden auftreten. Auf dem Objekttrager flockt der Farbstoff sofort 
nach Zusatz einer KCNS-Lésung (in starkerer Konzentration) aus. 


Erst bei 0,6mol KCNS treten an der Innenseite der Membran (Farb- 
ton 12 pc) verzweigte Kristallbiischel auf (Abb. 8), die den Farbton 11 pa 
aufweisen. 


Die Zellwinde sind metachromatisch verfarbt, jedoch bei weitem nicht 
mehr so stark wie bei héheren Konzentrationen. Hier iiberwiegen nicht die 
rotvioletten Farbténe, sondern es herrscht eine blaulila Farbung vor. Auch 
die Kristallnadeln zeigen diese mehr blauen Farbténe. 


Metachromasie erfolgt bis zu einer Konzentration von 0,1 mol KCNS, 
Bildung der Kristallnadeln bis zu 0,1 mol. Sie haben bei diesen tiefen Kon- 
zentrationen die gleiche blaue Farbe wie die Zellwand, die sich niemals 
vollstandig entfarbt. Zwischen 0,09 und 0,01 mol KCNS treten die Kristall- 
nadeln in der Haufigkeit zuriick, dafiir sind aber zahlreiche kleine kom- 
pakte Kristalle sichtbar. 

Lat man Praparate, in denen Kristalle entstanden sind, langere Zeit 
(mehrere Stunden) liegen, so bleiben diese nicht, wie es bei KJ der Fall 
ist, unverandert liegen, sondern bilden sich zu anders geformten Kristallen 
um, die iiber dem Praparat liegen. Diese haben oft auch die Gestalt von 
.Doppelpinseln*. 

Wir haben es bei den zuniachst in der Zelle entstehenden Kristallen wie- 
der mit einer instabilen Modifikation zu tun. Wie bei KNO,-Behandlung 
die Schollen sich zu den KristallspieBen umbilden, so sind hier die Kristall- 
nadeln die primare Form; aus ihnen entstehen die doppelpinselartigen 


Kristallbiischel. 
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6. Versuche mit Methylenblau und K,CrO, 


Eine dritte Art der Wirkung auf gefarbie Zellwande ruft K,CrO, her- 
vor. 1,0 mol bewirkt Negativfarbung und gleichzeitig entstehen an der Zell- 
wand kleine Kristalle, die biumchenartig aussehen und zum Teil an kur- 
zen Stielen sitzen (Abb. 9). Manche Zellen sind normal plasmolysiert, 
manche zeigen Tonoplastenstadien. Die Tonoplasten haben einen Teil des 
Farbstoffes aufgenommen und zeigen blaue Farbung. Diese Erscheinung 
wurde bereits von Héfler (1952) eingehend studiert. Er zeigte, da die 
Tonoplasten ionenpermeabel sind. 


Ich fand, daf die Kristallbiischel ihre untere Enistehungsgrenze bei 
0,09 mol K,CrO, haben. Sie stellen eine stabile Form dar, denn sie bleiben 
in den mit Vaseline umrandet aufbewahriten Praparaten erhalten. 


7. Versuche mit Toluidinblau 


Nicht nur die mit Methylenblau gefarbte pflanzliche Zellwand gibt nach 
Salzzusatz verschiedenartige Aggregatbildungen im Inneren der Zelle. Auch 
Toluidinblau ergibt eigenartige Niederschlage. 

Setzt man einem Priaparat, das mit Toluidinblau in einer Konzentration 
1 : 1000 (gelést in dest. Wasser) 3 Minuten lang gefarbt wurde, einen Trop- 
fen einer 1 molaren KNO,-Lésung zu, so treten aus der Membran ver- 
schieden geformte Aggregate aus: wurmformige, korkzieherartige, gedrehte, 
gewundene und schraubenférmige Gebilde (Abb. 10). 

Diese Gebilde liegen zwischen Membran und Protoplasten und stellen 
eine stabile Modifikation von Toluidinblau und KNO, dar. Sie verandern 
ihre Form auch nicht nach langerer Zeit, sie bleiben unbegrenzt erhalten. 
Auch hier wurde der Lebenszustand der Zellen in keiner Weise beeintrach- 
tigt, sie zeigen normale Plasmolyse. 

Auch KBr bewirkt eine Entfarbung der mit Toluidinblau gefarbten 
Membran und zeigt in der Zelle die verschiedensten Niederschlage: Kiigel- 
chen, Scheibchen, Blattchen, Stabchen, Stiftchen etc. (Abb. 11). 

Diese Aggregate sind aber nicht stabil. Nach ungefahr % Stunde 
sind die meisten verschwunden; sie haben sich zu gréReren runden Gebilden 
vereint. Diese diirften aber nicht so wie bei KNO, iiber dem Praparat lie- 
gen, sondern wie die Scheibchen und Stiftchen selbst im Raum zwischen 
Zellwand und Protoplasten (Abb. 12). 


8. Versuche mit Neutralrot 


Farbt man die Zellwand mit Neutralrot an (pH 3,45) und setzt dann 
dem Praparat eine 1 molare KNO,-Lésung zu, so entfarbt sich die Membran 
und es treten aus ihr lila gefarbte Kugeln aus, die sich in lebhafter BMB 
befinden, also ein Vorgang, der sich auch bei Methylenblaufarbung und 
KNO,-Zusatz abspielt. Inzwischen erfolgt Plasmolyse und auch der Vorraum 
zeigt eine Rotfarbung. Die Kiigelchen stofen aneinander, werden gréfer 
und vereinigen sich zum Unterschied gegeniiber Methylenblau nicht zu 
Schollen, sondern lésen sich nach wenigen Minuten auf und bilden Kristalle, 
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Abb. 9. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Methylenblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol K,CrO, behandelt. 15 Min. nach Versuchsbeginn. 
Abb. 10. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Toluidinblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KNO, behandelt. 15 Min. nach Versuchsbeginn. 
Abb. 11. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Toluidinblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KBr behandelt. 15 Min. nach Versuchsbeginn. 
Abb. 12. Innenepidermis von Allium cepa, 3 Min. in Toluidinblau 1 : 1000 gefarbt 
und dann mit 1 mol KBr behandelt. 30 Min. nach Versuchsbeginn. 
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die iiber dem Praparat liegen. Neutralrot und KNO, bilden also in der Zelle 
keine festen Aggregate. 

Ebenso wie KNO, verhalt sich auch KBr; auch dieses Salz vermag mit 
Neutralrot in der Zelle keine festen Gebilde hervorzurufen. 

Mit KJ und KCNS ist iiberhaupi keine vollstindige Entfarbung zu er- 
zielen. 

So wie Allium cepa verhielten sich auch andere Objekte, deren Zell- 
wande mit Neutralrot angefarbt wurden, nimlich die unteren Blattepider- 
men folgender Objekte: Cyclamen europaeum und persicum, Euphorbia 
splendens und Hedera helix. 

Beim Durchsaugen einer 1 molaren KNO,-Lésung durch ein mit Neutral- 
rot vorgefarbies Blattchen von Elodea canadensis entfarben sich wohl die 
Zellwande in der fiir Neutralrot charakteristischen Weise, nicht aber ent- 
farben sich die Blattzahne. Diese behalten die Farbe unbegrenzt; auch nach 
langerem Liegen in der Salzlésung verandert sich der Farbton nicht (vgl. 
dazu auch Molisch 1909, Gicklhorn 1927, Arens 1937, Kiister 
1937, Schénleber 1937, Lepke 1951). 


9. Versuche iiber die Abhangigkeit der Schollenbildung vom physiologischen 
Zustand der Zellen 


Wahrend die Entstehung der kristallinischen Bildungen, hervorgerufen 
durch Methylenblaufarbung und nachfolgende Behandlung mit K J- und 
KCNS-Lésungen, noch eher verstandlich erschien, tauchte bei den offenbar 
kolloidalen metastabilen Schollen- und Musterbildungen (KNO,, KBr) die 


Frage auf, ob diese Bildungen etwas mit dem Lebenszustand der Zellen zu 
tun haben. 

Es lieB sich in sehr vielen Fallen beobachten, da kurz nach dem Durch- 
saugen der KNO,-Lésung die entstandenen Schollen peripher in der Zelle 
liegen, also an der Innenseite der Membran. Nach 10—15 Minuten zogen 
sie naher an den Protoplasten heran und waren schlieflich diesem ange- 
lagert, bis sie endlich in die stabile Form iibergingen. 

Es fragte sich nun, ob die Schollenbildungen, die offenbar mit den Proto- 
plasten in eine irgendwie geartete Wechselwirkung treten kénnen, etwa nur 
in lebenden Zellen entstehen. Es wurden daher auch Entfarbungsversuche 
mit vorplasmolysierten und auf verschiedene Art und Weise getéteten Zel- 
len durchgefiihrt. 


A. Versuche mit vorplasmolysierten Zellen 


a) Innenepidermis von Allium cepa. 

Die Zellen wurden gleichzeitig gefarbt und plasmolysiert, damit beim Durch- 
saugen der KNO,-Lésung der Protoplast von der Zellwand abgehoben. ist und ein 
Mitziehen der Schollen durch ihn nicht in Frage kommt. 

Dazu wurden auf 10 cm® einer 1 molaren TRZ-Liésung 10mg Methylenblau zu- 
gesetzt, damit die Farbstoffkonzentration aufrecht bleibt. Saugte man nun durch 
das Praparat eine 1 molare KNO;-Lésung durch, so konnte man hier alle Vorgange 
ebenso wie bei nicht mit TRZ vorplasmolysierten Zellen genau beobachten: zuerst 
verfarbten sich die Membranen der Randzellen, bald auch die der iibrigen Zellen. 





Uber Schollen- und Kristallaggregatbildung im extraplasmatischen Raum 85 


Aus den Zellwanden traten in grofer Zahl blau gefarbte Kugeln aus, die sich in 
lebhafter BMB befanden. Beim ZusammenflieRen wurden die Kugeln bedeutend 
groRer, verloren dabei aber ihre runde Gestalt und bildeten Schollen. Diese Schol- 
len waren zunichst ebenso peripher gelagert wie in nicht vorplasmolysierten Zellen. 
Erst nach einiger Zeit ballten sie sich nach der Mitte zusammen, um schlieBlich in 
dem Mafe kleiner zu werden, als der iiber den Zellen liegende Kristallspie® wuchs. 
SchlieBlich verschwanden die Schollen ganz aus dem Inneren der Zellen. 


b) Innenepidermis von Allium cepa. 

Die Zellwainde wurden wieder gleichzeitig mit einer Methylenblaulésung 
1:1000 angefirbt und mit 1 mol TRZ plasmolysiert. 

Beim Durchsaugen der 1 molaren KBr-Liésung war der Protoplast, so wie im 
vorigen Versuch, von der Zellwand abgelést und eine Beeinflussung der Aggregat- 
bildung durch das Plasma kam nicht in Frage. 

Auch bei diesem Versuch waren alle Einzelheiten der Musterbildung die gleichen 
wie in nicht vorplasmolysierten Zellen: beim Durchsaugen der Salzlésung farbten 
sich die Zellwande um und es traten aus ihnen zahllose blaue Kiigelchen aus, die 
sich beim Aneinanderstofen zu langlichen Gebilden auszogen. Diese waren unter- 
einander durch feine Faden verbunden und bildeten ein zusammenhangendes Netz- 
werk, welches in dieser Form im sogenannten .,extraplasmatischen Raum“ erhalten 
blieb. 

c) Innenepidermis von Allium cepa. 

Die Zellen wurden in gleicher Weise wie in den Versuchen 1 und 2 gefarbt und 
gleichzeitig vorplasmolysiert und dann mit einer KJ-Lésung behandelt. 

Sie zeigten keine Abweichungen gegeniiber nicht vorplasmolysierten Zellen. 

d) Innenepidermis von Allium cepa. 

Die Zellen wurden gleichzeitig mit TRZ vorplasmolysiert und mit einer Methy- 
lenblaulésung 1 : 1000 gefarbt. 


Beim Durchsaugen von KCNS wurden die Zellwande metachromatisch und an 
ihrer Innenseite bildeten sich die fiir KCNS typischen verzweigten Kristallbiischel. 


Aus allen diesen Versuchen mit gleichzeitig mit Methylenblau gefarbten 
und TRZ vorplasmolysierten Zellen geht hervor, da nach dem Zusatz der 
entsprechenden Salzlésungen innerhalb der Zelle die gleichen Bildungen zu 
beobachten sind wie in nicht vorplasmolysierten und mit dem entsprechen- 


den Salz behandelten Zellen. 


B. Versuche mit auf verschiedene Art und Weise getéteten Zellen 
Es wurde ferner untersucht, ob etwa die Schollen, die nach KNO,-Be- 


handlung entstehen, als kolloidale Bildungen, als die man sie ansprechen 
kann, sich nur in der lebenden Zelle bilden, und ob vielleicht nur die durch 
KJ und KCNS hervorgerufenen Kristallaggregate unabhangig vom Lebens- 
zustand der Zelle sind. 


Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurden verschiedene Versuche unter- 
nommen: 


a) Es wurden Membranen von Objekten ohne lebenden Zellinhalt (Holunder- 
mark, Sonnenblumenmark) 3 Minuten lang in einer Methylenblaulésung 1 : 1000 
gefarbt und dann mit verschiedenen Salzlésungen behandelt. 
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Beim Durchsaugen einer 1 molaren KNO,-Lésung verfarbten sich die Zellwinde 
metachromatisch und aus ihnen traten die vielen blauen Kiigelchen aus, die an- 
einanderstiefen und die gewohnten Schollen bildeten. Diese blieben ungefahr 
15 Minuten in dieser Form erhalten. Nach dieser Zeit erfolgte die Umbildung in 
Kristallnadeln. 

Das Sonnenblumenmark ist auch hinsichtlich seines hohen Pektingehaltes (un- 
gefahr 30%) sehr interessant (vgl. Miiller und Overbeck 1941 und Kinzel 
1953 b). Trotzdem verliefen die Erscheinungen in der gleichen Weise wie bei 
anderen Zellwinden. 

Behandeli man die durch Methylenblau gefarbten Membranen von Holunder- 
oder Sonnenblumenmark mit verschieden konzentrierten KJ- bzw. KCNS-Lésun- 
gen, so kann man lediglich eine starke Metachromasie beobachten. Die Bildung 
irgendwelcher Kristallbiischel oder -nadeln konnte ich in keinem einzigen Falle 
beobachten. 

b) Innenepidermen von Allium cepa wurden in Eau de Javelle getétet, um 
die in der Zelle vorhandenen Lipoide zu zerstéren (vgl. Hansteen-Cranner 
1914). Dann wurden die Schnitte 3 Minuten lang in einer Methylenblaulésung 
1: 1000 angefirbt und hierauf mit einer 1 molaren KNO,- bzw. 0,6 molaren KCNS- 
oder 0,6 molaren K J-Lésung behandelt. 

Die Behandlung mit KNO, lieR keine Verainderungen gegeniiber lebenden 
Allium-Epidermen erkennen. Ich konnie ein deutliches Trépfchenstadium beob- 
achten, und die im nachsten Stadium enistandenen Schollen hatien das gleiche 
Aussehen wie in lebenden Objekten. 

Jedoch bewirkte das Durchsaugen der 0,6 molaren KCNS-Lésung lediglich eine 
Verfarbung nach rotlila, Kristallnadeln konnte ich nicht sehen. 

Auch das Durchsaugen der 0,6 molaren K J-Lésung hatte keine Kristallbildung 
zur Folge. 

c) Innenepidermen von Allium cepa wurden durch lingeres Liegen in H,O, 
getétet. H,O, zerstért bekanntlich Pektinstoffe (Kinzel 1953b). Die Schnitte 
waren teilweise mazeriert und muften bedeutend linger als die nicht mit H,O, 
behandelten Schnitte, naimlich 20 Minuten, in der Farblésung belassen werden, um 
eine gleich starke Speicherung zu erzielen. Dann aber waren die Ergebnisse auch 
analog zu den vorgenannten. 

Wie beim vorigen Versuch hatte das Durchsaugen der KNO,-Lésung die 
typische Schollenbildung zur Folge, wihrend durch die KCNS- und K J-Behandlung 
nur Metachromasie und keinerlei Kristallnadelbildung erzielt werden konnte. 

d) Zellen der Innenepidermis von Allium cepa wurden nach verschiedener Vor- 
behandlung durch heiffes Wasser getdtet. 

a) Die Zellen wurden zuerst mit Methylenblau 1 : 1000 ungefahr 3 Minuten lang 
angefarbt, sodann in 1 mol TRZ 10 Minuten lang plasmolysiert und hierauf in 
kochendes Wasser getaucht. 

Zweck dieser Vorbehandlung ist das Loslisen des Protoplasten von der Zell- 
wand und Toétung der Zellen. 

Die Behandlung mit 1 mol KNO, bewirkte die iiblichen Stadien der Kugel-, 
Schollen- und Kristallnadelbildung. Alle Vorginge wickelten sich hier in gleicher 
Reihenfolge ab wie am lebenden Objekt. 

Saugte ich hingegen durch das Praparat verschieden konzentrierte KCNS- 
Lésungen durch, so war keine Kristallnadelbildung zu beobachten. 

6) Die Zellen wurden zuerst in 1 mol TRZ 10 Minuten lang plasmolysiert, dann 
durch heiffes Wasser getétet und hierauf mit einer Methylenblaulésung 1 : 1000 
angefiarbt. 
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Sodann wurden die Priiparate mit den verschiedenen Salzlésungen behandelt. 

Die Wirkungen waren die gleichen wie beim vorigen Versuch: die durch KNO, 
bewirkte Schollenbildung fand statt, wihrend durch KCNS keine Kristallnadel- 
bildung erzielt werden konnte. 

y) Ungefirbte Schnitte wurden in kochendem Wasser getétet und hierauf mit 
Methylenblau 1 : 1000 angefiarbt. 

Auch diese Versuchsanordnung hat die gleichen Ergebnisse wie die beiden 
vorigen: KNO,; bewirkte die iibliche Schollenbildung, wahrend durch KCNS keine 
Kristallnadeln entstanden. 

6) Innenepidermen von Allium cepa wurden 15 Minuten lang in einer 1 mo- 
laren TRZ-Lésung plasmolysiert, dann durch Alkohol getétet und schlieBlich mit 
Methylenblau 3 Minuten lang angefarbt. 

Das Durchsaugen einer 1 molaren KNO;-Liésung bewirkte auch hier das Trépf- 
chenstadium, hierauf die Schollenbildung und schlieBlich die Umbildung der Schol- 
len zu den stabilen Kristallspiefen. 

Eine 0,6 molare KCNS-Lésung hatte hingegen nicht die Bildung der typischen 
Kristallnadeln zur Folge. Die blaugefiarbten Zellwande veranderten nur ihren 
Farbton. 


Aus allen diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daf sich die friiher 
gediuRerte Vermutung als unrichtig erweist. Die Bildung von Schol- 
len nach KNO,-Zusatz ist nicht an die lebende Zelle ge- 
bunden, sondern geht auch bei Sonnenblumen- und Holunder- 
mark, bei Innenepidermen von Allium cepa, die durch verschiedene Mittel 


(Eau de Javelle, H,O,, kochendes Wasser, Alkohol) getétet wurden, vor 


sich. Es bilden sich wie in der lebenden Zelle die typischen Schollen und die 
Netzmuster. Auch das durch KBr hervorgerufene Netzwerk ist vom Lebens- 
zustand der Zelle unabhangig. 


Ganz anders hingegen verhalten sich KCNS und K J. 
Die durch diese Salze hervorgerufenen Kristallaggre- 
gate entstehen in keinem einzigen Fall in toten Zellen. 
Ihr Auftreten ist an die lebende Zelle gebunden, aber, wie die Plasmolyse- 
versuche bewiesen haben, unabhangig vom an die Wand angelagerten Pro- 
toplasma. 


10. Versuche iiber die Ausfallung von Methylenblau durch verschiedene 
Salzkonzentrationen in vitro. 


Um eine weitere Abgrenzung der an der lebenden Zelle beobachtbaren 
Erscheinungen von solchen Vorgingen, die auch in vitro zu beobachten sind, 
zu ermdéglichen, stellte ich die in Tab. 1 wiedergegebenen Reihenversuche 
iiber die Ausfallbarkeit von Methylenblau durch verschiedene Salzlésungen 
an. 


Ferner untersuchte ich die Stabilitat der in vitro erzielbaren Schollen. 
Diese Schollenbildung in vitro wurde bereits von Borriss (1937) durch 
Zusammenfiigen von konzentrierter Methylenblau- und KNO,-Lésung be- 


obachtet. 
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Auch diese Schollen beginnen sich nach 20—30 Minuten aufzulésen und 
in Kristallspie&e umzubilden. Es ist also ein gleiches Verhalien wie bei den 
in Zellen entstandenen analogen Gebilden zu beobachten. 


Tab. 1. Lésungszustand von Methylenblau 1: 1000 in verschieden konzentrierten 
Salzlésungen. — = gelést, + = ausgefallen. 





Methylen- | Salzlésung | Dest. H.O Konzentr. | | 
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Il. Versuche an anderen Objekten 


Im ersten Teil dieser Arbeit hatte ich das Verhalten verschiedener Salze 
und verschiedener Farbstoffe gepriift, ferner die Abhangigkeit vom phy- 
siologischen Zustand der Zellen. Als Objekt hatte vorwiegend Allium cepa 
gedient. 

Nun ging ich auch in bezug auf die Objekte in die Breite. Die folgenden 
Versuche geben das Verhalten von mit Methylenblau gefarbten Zellwanden 


gegeniiber KNO,, K J und KCNS wieder. Dabei konnte ich beobachten, da® 
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die beschriebenen Erscheinungen bei verschiedenen 
Objekten in verschieden hohen Salzkonzentrationen 
eintreten. 


14. Versuch: Untere Blattepidermis von Monstera deliciosa. 2 Minuten 
Farbezeit in Methylenblau 1 : 1000. 

Saugte ich durch das Priaparat eine 0,6 molare KCNS-Lésung durch, so verfarbte 
sich die Membran nach Rotviolett, aber es traten keine wie immer gearteten 
Kristallnadeln auf. Erst bei einer Konzentration von 0,05 mol KCNS bildeten sich 
schéne lila Kristallnadeln, die teils einzeln, teils in Biischeln an der Innenseite der 
Zellwand ansetzten. 


Die Innenepidermen von Allium cepa hingegen zeigten schon, wie friiher er- 
wahnt, bei einer Konzentration von 0,6 mol KCNS schéne Kristallnadeln. Es mufte 
also die KCNS-Konzentration, die bei Monstera deliciosa zur Ausbildung der 
Kristallnadeln nétig ist, gegeniiber Allium cepa um mehr als das Zehnfache ver- 
mindert werden. 


In ahnlicher Weise wie Monstera deliciosa verhielien sich die Epidermen fast 
aller untersuchten Objekte (vgl. Tab. 2). 


2. Versuch: Untere Blattepidermis von Tradescantia purpusii, 2 Minuten 
Farbezeit in Methylenblau 1 : 1000. 

Bei Behandlung des Objektes mit einer 0,5molaren KJ-Lésung zeigten die 
Membranen lediglich eine starke Metachromasie. Erst bei 0,1 mol KJ bildeten sich 
die Kristallnadeln und -biischeln, die bei Allium cepa bereits bei héherer Kon- 
zentration (0,7 mol) auftraten. 

Es war also auch bei KJ gegeniiber Allium cepa eine Erniedrigung der Salz- 
konzentration notwendig. 


3. Versuch: Allium porrum,. 3 Minuten Fiarbezeit in Methylenblau 1 : 1000. 

a) Zwiebelepidermis. 

Saugte ich durch das Priparat, dessen Zellwinde deutlich blau gefarbt waren, 
eine 1 molare KCNS-Lésung durch, so traten nur vereinzelt in ganz wenigen Zellen 
Kristallnadeln auf. Erst bei einer Konzentration von 0,6 mol traten an der Innen- 
seite aller Zellwande dichte Biischel und Einzelkristalle von rotlila Farbung auf. 

Bei KJ-Behandlung traten bei einer Konzentration von 0,4mol an den Innen- 
seiten der Membran die fiir KJ typischen Kristallbiischel auf. 

b) Blattepidermis (Basis). 

Die Zellwande der Blattepidermis zeigten beim Durchsaugen einer 0,6 molarer 
KCNS-Lésung nur eine starke Umfarbung der Zellwande. Kristallbildungen traten 
bei dieser Konzentration noch nicht auf. Bei der Blattepidermis war fiir die Ent- 
stehung der Kristallnadeln eine Konzentration von 0,1 mol nétig, also niedriger als 
bei der Zwiebelepidermis des gleichen Objektes. 

Auch die KJ-Konzentration mufte bei der Blatiepidermis gegeniiber der 
Zwiebelepidermis vermindert werden, um die Kristallnadelbildung herbeizufiihren. 
Bei einer Konzentration von 0,2 mol traten die Kristalle ganz allgemein an der 
Innenseite aller Membranen auf. 

Blattmitte und Blattspitze zeigten gegeniiber der Blattbasis keine Veranderun- 
gen. In allen Teilen des Blattes war fiir die Entstehung der Kristallbildungen die 
gleiche Salzkonzentration notwendig: 0,2mol KJ und 0,1 mol KCNS. 


Protoplasma, Bd. XLVITI/1 
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Allium porrum zeigt also den Ubergang zwischen dem Typus von Allium 
cepa und dem Typus der iibrigen Objekte: 

In der Zwiebelepidermis von Allium porrum sind fiir die Ausbildung 
der Kristallaggregate die gleichen Salzkonzentrationen erforderlich wie bei 
der Zwiebelepidermis von Allium cepa (0,6 mol KCNS, 0,5 mol K J). 

Die Blattepidermis hingegen zeigte bereits den Typus der iibrigen Ob- 
jekte: 0,1 mol KCNS, 0,2mol KJ (vgl. Tab. 2). 


* 


Zur Deutung dieser Ergebnisse lieBe sich etwa vermuten, daft die Zell- 
wande verschiedener Zelltypen verschiedene Mengen von sauren Substanzen 
(Pektinstoffe!) enthalten. Dadurch wiirden verschiedene Farbstoffmengen 


Tab. 2. Optimale Salzkonzentration (in mol) zur Ausbildung der typischen 
Kristallformen. 





| | | 
Objekt | KCNS | | KNO,?) 





Allium cepa, Innenepidermis .......... 0,6 mol 

Allium sativum, Innenepidermis ........ 0,6 

Allium porrum, Zwiebelepidermis ........ 0,6 

Allium porrum, Blattepidermis ......... 0,1 
MUI. Pa. 365-6. sem, Poctire) race ign ase SO at ie 0,1 

Pega TARO ee eres a ae 0,1 
A I 5 ees eee 6 RO ele 0,1 
PEON P52. etn 3 eee se 6,1 
PIE CE ME oes eee tied 16 Mer tse 0,09 
Pneeeenin WAOONOREA SS ks ee ge 0,08 
Agapanthus umbellatus ............ 0,06 
re ae ara ae i mn 0,05 

SRG OND 6 sg 51S 5 Sg Sy ess 0,05 

NI TOD 2 5 6 ek he se ee wie os 0,05 

Monstera deliciosa. . . Rear hia Setar ha ha eee 0,05 0,1 
ON NINE ge ee ao Lares ue hel aa wp 0,05 0,1 
Dieffenbachia imperialis ............ 0,05 0,1 
MN 5 snk Tos a peg de RT 0,05 0,1 
Chlorophytum Sternbergianum ......... 0,05 0,1 
ER EI) ao on ho te, Germain et ene, es 0,04 0,1 


pa ee 


1 Bei KNO, kann man nicht von einer optimalen Konzentration im eigentlichen 
Sinn sprechen. Die Reaktion kommt in einem weiteren Konzentrationsbereich zu- 
stande — so auch bei 0,1 mol, wo die Schollen allerdings kleiner sind. Bei KJ und 
KCNS hingegen besteht eine deutliche Konzentrationsschwelle. 


gebunden werden, die mit dem zutretenden Salz bei héherer Konzentration 
eine submikroskopische Fallung in der Membran geben, wihrend bei nied- 
rigeren Konzentrationen die Kristallisation langsamer und unter Bildung 
mikroskopisch sichtbarer Kristallaggregate verlaufen kénnte. Dann miifte 





Uber Schollen- und Kristallaggregatbildung im extraplasmatischen Raum 91 


man allerdings die zusatzliche Annahme machen, daf im Falle der Nitrate 
der Mechanismus der Ausscheidung ein etwas anderer, gegen Konzentra- 
tionsinderungen weniger empfindlicher ist. Auf eine solche Andersartigkeit 
weist auch schon die Tatsache hin, da bei den Nitraten als Vorliufer der 
Kristallbildung ein Trépfchen- und Schollenstadium auftritt, das bei den 
Jodiden und Rhodaniden fehlt. 


Ganz allgemein ware noch zu bemerken, daft eine befriedigende Deu- 
tung solcher und dhnlicher Beobachtungen nur dann méglich ware, wenn 
die Verhialtnisse in konzentrierten Farbstoff- und Salzlésungen durch phy- 
sikalisch-chemische Untersuchungen geklart wiirden, eine Aufgabe, die na- 
tiirlich nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit lag. 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Untersuchung beschaftigt sich mit den kristallinischen 
und kristallahnlichen Bildungen, die bei der Behandlung von Zellen, deren 
Zellwinde basische Farbstoffe gespeichert haben, mit Lésungen bestimmter 
Salze entstehen. Es wurden aufer den von Borriss (1937) und Pekarek 
(1938) verwendeten Reagenzien noch eine gréfere Zahl anderer Salze sowie 
auch einige andere Farbstoffe untersucht. 

Chloride, Sulfate und Salze organischer Sauren sind nicht imstande, die 
Bildung distinkter gefarbter Gebilde auszulésen. Es kommt lediglich zu der 
schon von Borriss beschriebenen .,Negativfarbung~. 

Im iibrigen sind die Anionen fiir das Aussehen der Musterbildungen 
entscheidend, die Kationen bewirken nur die Verdrangung des Farbstoffes 
aus der Membran. 

Sowohl Nitrate als auch Bromide rufen nach Farbung mit Me- 
thylenblau innerhalb der Zellen bestimmt geformte Gebilde hervor. 
Wahrend die durch Bromide erzeugten Aggregate in ihrer urspriinglichen 
Form erhalten bleiben, erfahren die durch Nitrate entstandenen Bildungen 
eine Modifikationsinderung: die instabilen ,Schollen* gehen nach einer 
bestimmten Zeit in die stabile Kristallform iiber. 

Jodid und Rhodanid bewirken kristallinische Bildungen. Wahrend 
die Jodidaggregate stabil sind, bilden sich die durch Rhodanid hervor- 
gerufenen Kristalle nach einer gewissen Zeit in anders geformte um. 

Auch Farbung mit Toluidinblau und nadchfolgende Salzbehandlung 
bewirkt in der Zelle die Entstehung bestimmter Aggregate, Neutralrot 
hingegen vermag mit Salzen innerhalb der Zellen keine stabilen Gebilde 
zu liefern. 


Wahrend Nitrate und Bromide auch in abgetéteten und von 
vornherein toten Zellen nach Methylenblaufarbung bestimmt geformte Ag- 
gregate bilden, vermégen KCNS und KJ nur in lebenden Zellen 
ihre typischen Kristallformen zu bilden. Die Frage, welche Qualitaten der 
Zellwand beim Tod der Zelle so veraindert werden, da die geschilderten 
Erscheinungen zustande kommen, muf vorderhand noch unbeantwortet 
bleiben. 


8* 
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Zur Bildung der Rhodanid- und Jodidkristalle ist eine optimale 
Salzkonzentration erforderlich, die von der Art der verwendeten 
Zellen abhingig ist. Zellen der Zwiebelinnenepidermen von Allium cepa 
und Allium porrum brauchen eine héhere Konzentration als die iibrigen 
Objekte (zumeist Epidermen verschiedener Blatter). Bei KNO, laRt sich 
ein unterschiedliches Verhalten verschiedener Zelltypen nicht feststellen. 
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In the physiological studies dealing with protoplasmic streaming the 
rate of flow has hitherto been used almost exclusively as the measure of its 
activity. Changes in the rate of flow under various conditions, however, 
do not always represent proportional changes in the motive force behind 
the streaming, since the rate is dependent not only on the motive force but 
also on the viscosity of protoplasm resisting the flow. Thus in order to 
understand the cause of the change in the rate of flow under a certain 
experimental condition, it is necessary to decide to what extent the change 
in the rate is due to the change in the motive force responsible for the flow, 
and to what extent it is due to the change in viscosity. This was a classical 
problem left unsolved for a long time, as we had no method for determining 
the motive force of the flow directly. And yet before this problem is 
solved, further analysis in the physiological studies on protoplasmic stream- 
ing is hardly possible. Thus the physiology of the protoplasmic flow stuck 
to a deadlock at this point. 

There is, however, a particular case in which we are at present in a 
position to do away with this deadlock, since for the slime mould there 
is a method developed by Kamiya (1940, 1942, 1953), which enables us to 
measure directly the motive force of the protoplasmic flow. 

The present report deals with the effect of various chemical agents con- 
sisting mainly of metabolic inhibitors on the motive force and the results 
are considered in relation to the metabolism behind the protoplasmic flow. 

The experiments were performed in the following manner: namely, the 
motive force was first measured under normal condition without reagent in 
the milieu, then with a certain reagent and finally after the reagent was 
removed. 


1 Supported by a Grant for Fundamental Scientific Research from the Ministry 
of Education. 
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The material used in the present experiment was the plasmodium of 
Physarum polycephalum, which was originally developed from sclerotia 
supplied by the late Professor Seif riz and was cultured at 20°C. in the 
laboratory on oatmeal by the method of Camp (1936). 


Measurement of the Motive Force—“Dynamoplasmometry” 


A diagram of the general arrangement for measuring the motive force 
is illustrated in Fig. 1. At the left of the figure is a glass chamber divided 
by a septum into two compartments, A and B. Two protoplasmic masses, 
a and b (about 10mg. each), are connected by a fine protoplasmic strand 














Fig. 1. Diagram showing the general arrangement for measuring the motive force 

of the protoplasmic streaming. The whole system consists of a double-chamber 

having compartments A and B, manometer M, stop-cock SC and rubber bulb RB 

the volume of which is controlled by screw S. Protoplasmic mass in A and B is 
designated a and b respectively. 


penetrating the central septum of the chamber. It is not difficult to make 
such a preparation, since the strand and two blobs of protoplasm readily 
fuse with each other to make a so-to-speak dumbbell-shaped plasmodium. 
The connecting strand is a fine capillary of protoplasm having a wall of 
plasmagel, along which the endoplasm flows back and forth. A possible 
gap between the connecting strand and the groove in the central glass 
septum is filled with a small amount of vaseline, so that an airtight seal is 
made between the two compartments. 

When the pressures in the compartments A and B are equal, the proto- 
plasmic streaming along the strand goes on in the same manner as it does 
under natural state changing its direction alternately. The streaming in 
one direction either from a to b or from b to a lasts around one minute 
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before it takes the opposite direction again. Since the endoplasmic motion 
along the connecting strand is influenced extremely sensitively by the 
difference between the air pressure in A and that in B, the protoplasm can 
easily be made to reverse the direction of the streaming as well as to flow 
faster or slower than the normal speed. Thus we can easily find from mano- 
meter M just how much difference in pressure is necessary between A and B 
in order to keep the protoplasm in the connecting strand at a standstill. As 
the counter-pressure which just stops the flow is the compensation pressure 
of the motive force responsible for the protoplasmic flow, the former must 
be equal to the latter. Kamiya referred to such pressure as ,,balance- 
pressure“ and the above method as ,,double-chamber method“. In practice, 
compartment A is open to the atmosphere while the pressure in compart- 
ment B is under control by means of screw S and a rubber bulb RB. 
The simple setup shown schematically in Fig. 1 enables us to make the 
pressure in B sufficiently higher or lower than that in A. 


One of the merits of the double-chamber method is that the balance- 
pressure is determined independently of the viscosity of the protoplasm 
and of the diameter of the connecting strand. What is dependent of the 
viscosity or the bore of the connecting capillary is the sensitivity of the 
induced flow reacting to the change in the pressure difference 2. 


For keeping the endoplasm in the connecting strand immobile, it is 
necessary to control the pressure in B without interruption, as the motive 
force developed in the living protoplasm keeps changing spontaneously. In 
order to determine in what manner and to what extent the motive force 
changes in relation to time, instantaneous values of the balance-pressure 
were read at short intervals, such as every 10 or 15 seconds. By plotting 
these successive values as ordinates against time as abscissas, undulating 
curves are obtained which faithfully portray the distinguishing features 
of the change which the motive force undergoes in accordance with the 
autonomic scheme of the protoplasm. We also resorted to a self-recording 
manometer by means of which the balance-pressure curve was registered 
automatically. 


Such a curve showing the force developed in protoplasm against time 
is highly significant as a criterion representing the dynamic activity of 
protoplasm and also in the study of rhythmicity in living organism. This 
was what Kamiya called by the name of “dynamoplasmogram,” which is 


abbreviated as DPG. 


? By utilizing this characteristic, the double-chamber method is useful also for 
estimating protoplasmic viscosity. “A dumbbell-shaped plasmodium consisting of 
its own capillary and two ‘reservoirs’ of protoplasm is, as it were, in itself a capil- 
lary viscometer. If one releases a balance-pressure of known value and compares 
the velocities of protoplasmic flow at the time of release in a treated and a control 
plasmodium, one can estimate the relative viscosity of the interior flowing proto- 
plasm under controlled conditions. As the inner diameter of the connecting strand 
is not kept exactly the same, some correction for this is needed” (Kamiya 1942). 
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In general, the wave form and amplitude of the DPG change spon- 
taneously even when the external conditions are kept constant. We are 
often encountered with beat-like waves in which the amplitude changes 
periodically, or with waves in which peculiar forms are repeated, or with 
waves in which characteristic forms change transitionally wave after wave 
(Kamiya 1953), all of which represents the rhythmic activities of the 
organism under normal state. The variability of the dynamoplasmogram 
patterns was explained by Kamiya asa result of interference among the 
physiological rhythmus having different frequencies that coexist in one 
and the same plasmodium. 


Generally, the undulating curves of DPG are not cut equally by the 
base-line into upper and lower halves but are biased either above or below 
the base-line. That is, the areas surrounded by the undulating curve and 
the base-line are different on the plus and minus sides. This means that 
the motive force is exerted more intensively in one direction than in the 
other. Because of this polar nature of the motive force, a plasmodium, 
were ii free to move, would advance by flowing forward a little more each 
time, and by not retreating all the way back to its original position when 
the flow reverses. The mean height of the wave is therefore the indication 
of the dynamic polarity of the organism, in other words, it is a measure of 
the taxis of the plasmodium. 


Method of Admitting Chemical Agents 


By using the double-chamber, we can study directly the effect of various 
chemical agents on the motive force responsible for the protoplasmic 
streaming. There are two procedures of treating the protoplasm in the 
double-chamber. Namely, in the first place, the same condition is given to 
both compartments, so that the two blobs of protoplasm are treated evenly, 
and in the second place, only one compartment, A, is brought under special 
condition while the other compartment, B, is left under the normal state. 
The DPG obtained in the latter case showed the difference in the inner 
pressure between the treated and untreated (control) side of one and the 
same plasmodium. These two methods of treatment are mutually comple- 
mentary for the analysis of the phenomen. 


The measurement of the motive force can be done even if the double- 
chamber is filled with water in place of air. When admitting chemical 
agents to the protoplasm, therefore, the experiments were conducted by 
filling the chamber either with air or water, whichever convenient for the 
purpose. Various types of double-chambers were made for treating the 
plasmodium, of which the one shown in Fig. 2 is an example. The positions 
of the three-way stop-cocks C,, C, and C, shown in the figure are those 
assumed when the measurement is made. The vent q is open to the atmo- 
sphere and vent s is connected to the manometer and the pressure con- 
troller. d, and d, placed in the capillaries leading to vents q and s are 
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kerosin drops which are used when the protoplasm is treated with gas or 
vapour. When the pressure in B is modified in the experiment, the oil 
drop, d,, naturally shifts along the capillary to some extent. This is, 
however, by no means a hindrance in measuring the motive force, as d, and 
d, work as, so to speak, frictionless pistons. And yet the existence of these 
oil drops prevents the gas or vapour from diffusing out of the chamber. 
When the two compartments are to be brought under experimental con- 
conditions, gas is let in from the 
vent p to compartment A, and then 
to B via C,, and let out from vent 
t, stopcocks C,, C, and C, being 
in the positions +, | and - re- 
spectively. After the air is thor- 
oughly replaced with the expe- 
rimental gas or vapour, measure- 
ment of the motive force is carried 
on by bringing the direction of 
the cocks to the initial positions 
shown in Fig. 2. In case when only 
one half of the organism is to be 
treated, gas is let into compart- 
ment A through vent p and let out 
from it, C, being in — position, 














Fig. 2. Double-chamber for measuring 


the motive force of the protoplasmic through vent r. In this case, the 


streaming while admitting chemical 8@aS Can be trapped in A if we 
agents. For explanations see text. bring back the cocks to the posi- 
tions shown in Fig. 2. 

When solutions are to be admitted in place of gas, oil drops are no more 
needed. The two compartments, A and B, are filled with solution up to the 
capillaries to the proximity of the place, where oil drops were put. In the 
following experiments, we used 2 X 10-2M phosphate buffer (pH 7.0) as 
the basic solution. The pattern of the DPG does not change when the gas 
or buffer solution in the double-chamber is replaced with the same kind of 
gas or buffer solution. Therefore, the process of substitution of the medium 
per se has no effect on the generation of the motive force. 


Results 
1. Low oxygen tension 


The relation of oxygen tension to the protoplasmic streaming in the 
plasmodium of Physarum polycephalum has been studied by Kitching 
and Pirenne (1940), Allen and Price (1950), Loewy (1950), Ohta 
(1952), Kamiya (1953), etc. Kitching and Pirenne reported that 
streaming ceases under complete lack of oxygen but only a small partial 
pressure ({-3mm. Hg column) of oxygen is sufficient for maintaining or 
restarting the streaming. According to Allen and Price (1950), the 
streaming is normal until the oxygen pressure reaches 2.4% of the atmo- 
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spheric pressure; the rate of flow diminishes slightly under 1% oxygen; 
under 0.3% oxygen, streaming still continues while growth can no longer 
occur. Even under complete lack of oxygen, streaming lasts for several 
hours. On the other hand, Loewy (1950) observed that the plasmodium 
of Physarum polycephalum disintegrates in pure nitrogen in 20-80 minu- 
tes, but a small quantity of CO, removes the toxic effect. Namely, in the 
mixed gas of 95% N,+5% CO.,, streaming continues in spite of complete 
lack of oxygen, for more than 24 hours without showing any ill effect. 
Loewy is thus of the opinion that the cessation of flow under pure 
nitrogen is not due to the fact that oxygen is indispensable for supplying 
energy consumed by the streaming, but to the lack of carbon dioxide. 
Interesting though these reports are, it is not clear whether or not the 
cause of the cessation of flow is due to the elimination of the motive force 
or to the increase in viscosity. 

Using the double-chamber method, Ohta (1952 b) and Kamiya (1953) 
mapped dynamoplasmograms of Physarum polycephalum under lack of 
oxygen. As nitrogen gas is not perfused but kept enclosed in the two com- 
partments during the experiment, a small amount of CO, produced by the 
organism as a result of fermentation (Ohta 1954) may be contained in the 
two compartments. A possible toxic effect due to the complete absence of 
CO, may thus be excluded. Ohta (1952b) observed that the magnitude 
of the motive force did not change or that it slightly increased under 
anaerobiosis. The results obtained by K a miya showed a striking increase 
in the motive force in nitrogen gas. 


Fig. 3 shows the results when the plasmodium was treated in its entirety 
with nitrogen gas. Cylinder nitrogen containing about 0.1% oxygen was 
used for this experiment. The normal pattern of dynamoplasmogram in 
the air is shown in the first 12 minutes. At the vertical line 1 dynamo- 
plasmometry was interrupted and the plasmodium was brought under 
anaerobic condition. From Fig. 3 we see that the amplitude and the period 
of the wave under anerobic condition increased to about 150% of those 
under the normal state in the air. At the vertical line I] fresh air was sub- 
stituted again for nitrogen in the two compartments. In Fig. 3 we notice 
that the motive force diminished after nitrogen gas was replaced with the 
air, and the period, too, became smaller than the period shown before the 
organism was treated with nitrogen. The waves, however, gradually 
resumed their original, normal pattern after air was supplied. The pheno- 
menon is thus completely reversible. 

The fact obtained by us that the motive force does increase, instead of 
decrease, under low oxygen tension is a further support of the result of 
Kamiya’s experiment (1953), but it is utterly contradictory to the implicit 
assumption hitherto held. Fig. 4 shows the case in which only one side of 
the plasmodium was subjected to the anaerobic state while the other half 
was in the air. During the first 12 minutes both compartments A and B 
were filled with air. At the time designated by a vertical line J the air in 
compartment A was replaced with nitrogen. After this treatment we see 
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only one half of the plasmodium was under anaerobic state. 
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that not only the wave form was modified but also the undulating curve 
was shifted upward wave after wave. In other words, the polarity of the 
organism changed conspicuously by the one-sided treatment. The upward 
trend of the undulating curve indicated 
an increasing strength of taxis from the 
nitrogen side to the air side, since we 
needed more positive counter pressure to 
the air side in order to keep the proto- 
plasm from flowing into the compartment 
filled with air. Such an effect is, however. 
no longer to be observed in a mixed gas 


of 95% N,+5% O, (Ohta 1952b). 


It is shown in Fig. 4 that the wave 
form underwent considerable variation 
when only one half of the plasmodium 
was under N, gas. They were brought 
about as a result of interference of wave 
groups generated on the N, side and air 
side. We can well understand these wave 
patterns as a combination of two series 
of waves of a period ratio of 2:3 and later 
of 1:2. As a matter of fact, the fore- 
going experiment (Fig. 3) showed that 
both period and amplitude of the DPG 
in nitrogen, increased to about 150% of 
the control. Generally, the dynamoplasmo- 
gram of a plasmodium, only half of which 
is treated with a certain agent, represents 
the result of the interference of the 
rhythmic motive force generated under 
normal condition and that produced 
under a special experimental condition. 


Time ta tmnitles 


—~fCN removed 
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When nitrogen gas in compartment A 
was replaced with air at the second verti- 
cal line I], the waves descended quickly 
as a whole showing that the dynamic 
polarity was restored to the original state. 
The restoration of the dynamic polarity 
is, however, to be observed sooner or ; 4 
later even when N, gas in compart- i SR Te 
ment A is not replaced with air. Thus the 
plasmodium is said to have the ability to adjust its dynamic polarity 
autonomously (K ami ya 1953). 





a and b, were treated evenly during the period between J and I] (Temp. 21°C.). 


Contro/ 
g. 5. Generation of the motive force under the effect of 10—*M KCN. Both sides of the plasmodium, 


To sum up, the foregoing experiment demonstrated beyond doubt that 
low oxygen tension increased rather than decreased the motive force behind 
the protoplasmic streaming. 
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According to Allen and P rice (1950), the oxygen uptake of Physarum 
polycephalum was inhibited to 77%, 47%, 28% and 22% of the control by 
10-4, 5 X 10-4, 10-3 and 5 X 10-3 MKCN respectively. The data of ex- 
periments performed by Ohta showed similar but somewhat less appre- 
ciable inhibition. On the other hand, Seifriz and Urbach (1944) re- 
ported that 10-?MKCN had no observable effect on the protoplasmic 
streaming of the same plasmodium, while the expansion of the surface area 
completely ceased at the same concentration. Fig. 3 shows a case in which 
10-3 M KCN (pH 7.0) was admitted to both compartments. We see that the 
motive force had the tendency to increase its amplitude under the effect of 
KCN just as under low oxygen tension. When the buffer solution contain- 
ing KCN is replaced with the plain buffer solution, the motive force which 
had increased under KCN, decreased to an extent smaller than the control 
before it gradually regained its normal magnitude. Here again the process 
is perfectly reversible. 


3. 2,4-Dinitrophenol (2,4-DN P) 


2, 4-dinitrophenol suppresses conspicuously the production of the motive 
force, at the concentration at which the oxygen uptake is reported to in- 
crease to 120—-140% of the control. Fig. 6 represents the result of an ex- 
periment in which 5 X 10-*M 2,4-DNP (pH 7.0) was admitted to both 
compartments. The wave during the first 30 minutes represent the normal 
feature of the motive force generation in a buffer solution. During the 


period between the two vertical lines, J (at 36.5 min.) and IJ (at 78.5 min.), 
the material was under the effect of 3 X 10-*M 2,4-DNP. As shown in 
Fig. 6, during the first 10 minutes or so after DNP was admitted the motive 
force was still produced to an extent even greater than the control, but the 
dynamic activity was eventually worn off. Hand in hand with the decrease 
of the motive force, decrease in the viscosity of protoplasm was also ascer- 
tained. Estimation of viscosity was done, as mentioned before, by examin- 
ing the rate of the protoplasmic flow induced artificially in the connecting 
strand between the two compartments. Even after the reagent was removed 
at the vertical line I] the production of the motive force was left almost 
null for about 10 minutes, before it gradually recovered to become normal 
an hour later as indicated by the figure. Therefore, in this case too, the 
process was perfectly reversible. 

To the above fact we must add the result of further experiments con- 
ducted under anaerobic state. In this experiment DPG obtained under 
nitrogen gas without DNP was taken as the control. It was shown that. 
even in the anaerobic state, the motive force was decreased under the in- 
fluence of 2,4-DNP of the same concentration as used in the foregoing ex- 
periment. This is a fact to be noted in as much as 2,4-DNP is known as 


an uncoupler of the oxidative phosphorylation. We shall discuss this 
problem later. 
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4. Monoiodoacetic acid (MIA) 


Monoiodoacetic acid, which inhibits dehydrogenation from _ triose- 
phosphate, affects the motive force of the protoplasmic flow remarkably. 


rey 


d between I and II (Temp. 20° C.). 
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Fig. 7 shows the effect of 2 10-3M MIA (pH 7.0) on the motive force 
generation. Contrary to 2,4-DNP, viscosity of the protoplasm was increased 
to such an extent in this case, that the passive intracapillary flow of proto- 
plasm could not occur even when pressure difference larger than the normal 
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motive force, e. g. 30 cm. of water column, was established between the two 
compartments. When such a condition was reached, measurement of the 
motive force was no longer permitted. In the case of the example presented 
in Fig. 7 the viscosity of protoplasm got so high before 30 minutes have 
elapsed in the presence of 2 X 10-3M MIA, that further measurement was 
impossible. Even at the concentration of 1 < 10—* M, at which concentration 
the respiration is scarcely affected, the motive force is clearly inhibited. 


5. NaF 


Fluorides are known as a fermentation poison which inhibits dehy- 
dration of 2-phosphoglyceric acid at the hands of enolase. In the plas- 
modium, the respiration is not much affected by this reagent of 5 X 10-°M 


*, —— Gontral —~ 2x0 M CHICOOH 


8 


& 


S 


Sy 


Time in minutes 


Motive force (cm of water) 
iS 


& 








am 
vf 

Fig. 7. Dynamoplasmogram under the effect of 2 10—*M monoiodoacetic acid. 

Both sides of the plasmodium, a and b, were treated evenly at the time marked 

with the vertical line J (Temp. 17°C.). 


(Ohta 1954). The dynamoplasmogram pattern, on the other hand, under- 
went remarkable changes at the same concentration as shown in Fig. 8. 
The motive force diminished to % the normal value, while in contrast to 
MIA, the viscosity decreased gradually in this case. After elimination of 
NaF, the motive force generation did not recover immediately. 


6. Ether 


Concerning the effect of anaesthetics on the plasmodium, there are 
reports by Seifriz (1941, 1950). Among anaesthetic agents, ether and 
chloroform were investigated so far in detail by means of the double-cham- 
ber technique. When the slime mould is treated with 1% ether solution, 
both periodic activity and the magnitude of the motive force disappear 
almost completely, but they recover their normal activity after ether solu- 
tion is replaced with water (Kamiya 1953). Ohta (1952a) reported that 
chloroform augments the motive force in a low concentration but suppresses 
it in high concentration. Periodicity also disappears reversibly in high 
concentration. 
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In Fig. 9 is presented a case in which the plasmodium is treated with % 
saturated ether vapour (saturated vapour was diluted with moist air at the 
ratio of 1:1). It is to be recognized that, though regular periodicity dis- 
appeared under the effect of ether vapour, the motive force still remained 
to a considerable extent in the presence of this vapour. Once fresh air was 
substituted for the vapour at the second vertical line, the regular periodicity 
caine into evidence and the amplitude of the waves gradually increased. 
Thus the process is shown to be reversible. 


7. Adenosine triphosphate (ATP) 


In view of the assumption that the energy-rich phosphate bond of ATP 
is the direct energy source of the protoplasmic streaming just as it is for 
muscle contraction and other energy-requiring physiological processes, it 
is important to know the effect of ATP on the generation of the motive 
force. In Fig. 10 is shown an example in which only one half of a plas- 
modium was treated with 2 X 10-3M ATP. The two compartments A and 
B were both filled with phosphate buffer (pH 7.0) at first; at the vertical 
line I marked at 20 minutes on the time scale, 2X 10-?M ATP dissolved 
in the same buffer solution was substituted for the solution in compart- 
ment A. The change in the wave pattern after ATP was admitted is very 
characteristic. Though there appeared no immediate change in amplitude, 
period and polarity of the wave, the wave train began to show a pronounced 
iendency to take an upward course 6 to 7 minutes after ATP was admitted 
to the protoplasmic blob in the left compartment (A). This indicates the 
tendency of the plasmodium to stream from the ATP side to the side of 
plain buffer solution. 15 minutes after ATP was admitted to the left half 
of the plasmodium, i.e., further than 35 minutes on the time scale, the 
motive force repeats its periodic activity without taking further upward 
course with an amplitude that is conspicuously augmented. By replacing 
the ATP solution in compartment A with the plain buffer solution, the 
waves as a whole took a downward course again, but their amplitude did 
not show a tendency to decrease even 23 minutes after ATP was re- 
moved. 


As for the viscosity of protoplasm, it was noticed in this experiment that 
no immediate change followed after ATP was admitied. Only several 
minutes later, i. e., accompanying the increase in the motive force, viscosity 
also increased. The increase in viscosity persisted also after ATP was 
removed. 


In respect to adenylic acid (AMP) of both the muscle and yeast, we 
could not observe any effect whatsoever comparable to that produced by 
ATP. There are furthermore no discernible changes in viscosity of proto- 
plasm under the influence of muscle and yeast AMP. Thus we may assume 
that the characteristic behaviour of the plasmodium and especially the 
augmentation of the motive force brought about by ATP are caused by the 
energy-rich phosphate bond of ATP. 
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Discussion 


The pronounced augmentation of the motive force of the protoplasmic 
flow in the plasmodium when ATP is supplied from without is in con- 
formity with the view that the direct energy source of the protoplasmic 
flow is ATP. As a matter of fact, the recent experiment performed by 
Takeuchi and Hatano (1955) of our laboratory showed the existence 
of ATP in the plasmodium of Physarum polycephalum at the concen- 
tration of 0.5--1.010-3M. It was also impressively demonstrated by 
them that ATP obtained from the slime mould contracts the glycerinated 
muscle (psoas) of a rabbit as conspicuously as muscle ATP does. 


An observation in confirmation of the view that ATP is the direct energy 
source of the protoplasmic motion was also made in Amoeba by Gol d- 
acre and Lorch (1950) who noticed that the flow of endoplasm in 
Amoeba discoides occurred in distal direction from the locus where 
1-3% ATP was injected with a micropipette. The result we obtained in 
respect to the effect of ATP on the myxomycete plasmodium further 
demonstrated this fact on a quantitative basis. 


What is important next is the problem of a system which responds to 
ATP. How the chemical energy is converted into the energy of the motive 
force is certainly the key point in the mechanism of protoplasmic streaming. 
It was Loewy who first studied the ATP-sensitive protein system of the 
plasmodium. Using 1.2M KCl (pH 8.2) he extracted from the plasmodia 
a fraction, the viscosity of which underwent a very rapid decrease with 
the addition of ATP. This decrease was, however, followed by an increase 
in viscosity which reached a level much higher than that before ATP was 
added. It was ascertained that this increase in viscosity was brought 
about by adenosine monophosphate (AMP) produced as a result of de- 
phosphorylation of ATP. At any rate, the characteristic change in vis- 
cosity of the crude KCl extract which Loewy studied is believed to 
correspond to the remarkable reaction of actomyosin-sol with ATP. Re- 
cently Ts'o et al. reported similar but somewhat different results about the 
ATP-sensitive protein fraction. 

With the intention of studying the actomyosin-like proteins of the myxo- 
mycete plasmodium in detail, one of us (Nakajima 1955, 1956) extracted 
a fraction from the plasmodium with Weber-Edsall solution (0.6M 
KCI, 0.01 M Na.CO,, 0.04M NaHCO,) and purified it by dilution method. 
He found that the purified sample of this protein fraction is surprisingly 
similar to the actomyosin-sol obtained from muscles in respect to the 
response to AYP. Namely, the viscosity of the fraction decreases conspi- 
cuously with the addition of ATP which, however, gradually returns to the 
nearly original viscositiy level as dephosphorylation of ATP occurs: the 
process is repeated in a reversible fashion. Unlike the results obtained by 
Loewy or by Tso et al. AMP has no effect on the viscosity of the protein 
fraction purified by Nakajima. The effects of Ca++ and Mg++ are also 
basically the same both on this fraction obtained from the slime mould 
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and on the actomyosin-sol obtained from muscles in respect to their 
responses to ATP. 


In a word, the experiments conducted by Loewy (1952), Naka- 
Jima (1955, 1956) and Ts'o et al. (1956) all indicate that a protein system 
similar to actomyosin in muscles also exists in the myxomycete plas- 
modium. Especially the data obtained by Nakajima show a striking 
identity of the two. Just as in case of muscles we are inclined to assume 
by analogy that it is this protein system which converts the chemical 
energy of ATP into mechanical energy. It may be that a change in the 
molecular configuration or in the state of molecular aggregation of this 
protein system induced by ATP plays an essential part in the mechano- 
chemical coupling involved in the protoplasmic flow. 

Coming back now to the results of the present experiments, it was shown 
that the motive force rather increased than decreased when the plasmodium 
was brought under low oxygen tension or when it was treated with KCN. 
The effect of carbon monoxide is also known to be practically the same 
(Ohta 1952b). Fermentation poisons, e. g., sodium fluoride or monoiodo- 
acetic acid, on the other hand, markedly depressed the motive force of 
the protoplasmic streaming. The results suggest at least in the case of the 
plasmodium, that the energy available for the generation of the motive 
force is supplied by fermentation while energy acquired by respiration is 
hardly useful for the streaming. 


It was shown in the foregoing that 2,4-dinitrophenol, a well-known un- 
coupler of oxidative phosphorylation, markedly inhibited the generation 
of the motive force. This fact might make one believe that oxidative 
phosphorylation is essential to the protoplasmic flow. But it is not likely 
to be the case in the light of our experiment that 2,4-DNP of the same 
concentration inhibited the production of the motive force under the ab- 
sence of oxygen as well. Thus it follows that the suppression of the 
motive force under 2,4-DNP is not necessarily due to the uncoupling of 
oxidative phosphorylation. This conclusion is well in conformity with 
the results of the experiment performed by Takeuchi and Hatano 
(unpublished) who showed that the level of ATP lowered conspicuously 
under the influence of 2,4-DNP no matter whether the organism was in 
aerobic or anaerobic state. Though the problem as to what process is 
attacked in a reversible fashion by 2,4-DNP in this case still awaits further 
study, the data so far obtained by us indicate that the energy required for 
the streaming in the slime mould is supplied by fermentation. We are 
conducting supplementary experiments in this connection using a specially 
designed double-chamber, which enables us to measure simultaneously both 
the motive force and the oxygen consumption of the plasmodium under 
various experimeutal conditions. The results of these experiments, which 
will be published elsewhere, confirm the conclusion still more clearly that 
fermentation is essential to the protoplasmic flow in the slime mould. Viewed 
from this standpoint the increase in the motive force under anaerobic state 
or under the influence of KCN or CO can be neatly understood as reflect- 
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ing the increase in fermentation under these conditions. As a matter of 
fact, Pasteur effect has been observed in this material by Ohta (1954). 

As mentioned before, the direct energy source of the motive force pro- 
duction is thought to be the energy-rich phosphate bond in the form of 
ATP. Why is it then that ATP produced by respiration with high efficiency 
is not available for the mechanical work in producing the motive force while 
ATP synthesized by fermentation with low efficiency is available for it? 
It is important to know to what physical or chemical conditions this dif- 
ference in ATP availability is due. For this difference we think the topo- 
logical difference in the production of energy-rich phosphate bond in the 
cytoplasm between respiration and fermentation is responsible. A possible 
explanation for this is that ATP synthesized in mitochondria does not diffuse 
out readily into the mechanochemical system of the hyaloplasm in this 
organism while ATP produced by fermentation occurring in the “soluble 
part“ of the cytoplasm, i. e., hyaloplasm, where the mechanochemical system 
exists, is readily available. 

Still insufficient though our knowledge is, we are now in a position to 
figure out the general process of the production of the motive force in the 
myxomycete plasmodium as follows: namely, 

1. actomyosin-like contractile proteins are present in the myxomycete 
plasmodium; 

2. changes in the molecular configuration or aggregation pattern of these 
proteins are responsible for the generation of the motive force of the proto- 
plasmic flow; 

3. the energy required for it is supplied by ATP; 

4. the ATP in question is produced in the process of fermentation. 

These conclusions naturally involve not a few speculations and obscuri- 
ties. This is especially true of the second item, as we know practically 
nothing about the dynamic organisation of the actomyosin-like contractile 
proteins in a protoplasmic system like a plasmodium. Our knowledge is 
also still too meager to explain how the motive force responsible for the 
protoplasmic flow is generated according to a periodic pattern which is so 
clearly demonstrated in the DPG. Yet by assuming the above view as a 
working hypothesis at present, it is possible to arrange the data so far 
obtained by other workers and by ourselves with least contradictions. 


Summary 


1. The motive force responsible for the protoplasmic streaming in the 
myxomycete plasmodium, Physarum polycephalum, was measured by 
means of the double-chamber method under the influence of various chemical 
agents. 


2. The motive force rather increases than decreases under anaerobic state 
as well as under the effect of KCN. The process is reversible. 

3. Monoiodoacetic acid and sodium fluoride, both fermentation poisons, 
decrease the strength of the force back of the protoplasmic streaming. 
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4, 2,4-dinitrophenol inhibits the motive force production both under 
aerobic and anaerobic conditions. 


5. ATP admitted from without markedly increases the motive force of the 
protoplasmic streaming. The effect is manifested several minutes after the 


reagent is applied and continues several ten minutes after the reagent is 
removed. 


6. As the fermentation poisons depresses the generation of the motive 
force while vonditions inhibiting respiration do not depress it, it was con- 
cluded that the direct energy source of the protoplasmic streaming is ATP 
synthesized by fermentation process. 
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Although the intracellular inclusions that are a characteristic feature of 
virus infections in both plants and animals have been shown to contain a 
considerable amount of virus, there is as yet little adequate explanation 
for them. This character is not necessarily significant unless it is known 
whether this “bound virus” is still attached to the centres at which it was 
synthesized, or is merely virus that has been in circulation in the cell and 
has become attached secondarily. 

It might be thought that no definite explanation could be given for the 
presence of virus in inclusion bodies until we have more knowledge of the 
sites of virus synthesis and of other reactive processes of the cell to virus 
infections. On the contrary, however, there is some possibility that we 
might be able to find out about the sites of virus synthesis, if we knew the 
origins and modes of formation of inclusion bodies. Indeed, this is one of 
the main reasons for the study of intracellular inclusions. 

Bald (1948) has brought forward some evidence that the amoeboid 
inclusion bodies of tobacco mosaic virus might develop from the plastids. 
He also expressed the opinion that if confirmation was found for the 
hypothesis that inclusion bodies developed from plastids, the presence of 
virus in them might suggest virus synthesis in plastids. One of the 
authors (1955), studying the development of inclusion bodies caused by 
several plant viruses, has briefly reported results similar to Bal d’s, and 
on the basis of cytochemical tests further suggested that the activities of 
enzymatic systems in plastids might be directed to virus synthesis. 

Recent electron microscopic studies on virus-infected cells (Hidaka 
1955; Stahmann und Kaesberg 1955) have shown that virus-like 
filaments appeared to be localized in chloroplasts. 


Protoplasma, Bd. XLVIII/1 10 
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Last year, the authors found inclusion bodies of three different types 
which are well suited to such an investigation. They are produced by two 
viruses that have been isolated from white clover grown at Morioka. 

In the present paper an attempt has been made to offer further evidence 
by means of vital observation and cytochemical tests that intracellular in- 
clusion bodies develop from plastids or nucleoli. 

The authors are indebted to Dr. Z. Hidaka of Hatano Tobacco Experi- 
ment Station for permission to mention certain as yet unpublished results. 
Thanks are also due to Dr. S. Yatsuyanagi and Dr. Y. Tagami of 
Morioka Experiment Station for many kinds of aid. 


Materials and Methods 


Viruses——The two viruses are found almost invariably as a complex in 
white clover. Separation of the two viruses from the complex is possible be- 
cause broad bean (Vicia Faba) is susceptible to only one of them, and the 
aphid Myzus persicae Sulz. transmits only the other. 

The experimental results on symptoms, physical properties, host ranges, 
and transmissibilities, show that neither of them is identical to any virus 
described previously. But it was hardly possible to identify them without 
direct reference to known viruses, infecting leguminous plants which have 
been but little studied in Japan. Here we will content ourselves with 
stating that one constituent of the complex has some properties like pea 
streak virus (Holmes 1950), and the other may be a strain of Phaseolus 
virus 2. The details will be given elsewhere. In this paper, for con- 
venience we shall call the first virus 1, and the second virus 2. 

Material plants.—Lower leaf epidermis and stem epidermis of white 
clover and pea (Variety Kinuzayaendo) were used, because these tissues 
contained many well developed inclusion bodies. Most of the vital obser- 
vations on the development of inclusion bodies caused by the virus 2 were 
made with the stem epidermis of pea only. 

Young seedlings of these plants were sap-inoculated with each virus, 
and at a suitable interval after inoculation leaves or stems were cut from 
them. These pieces were infiltrated in tap water. Soon after infiltration 
leaf epidermis or stem epidermis to which was attached the chlorenchyma- 
tous cells immediately below it were stripped off with a razor. 

The strips were mounted in 5 per cent sucrose. By peeling with a sharp 
razor so that only a few cells were killed, cells could be kept in an active 
state of cyclosis for several hours. For plasmolysis 0.5 or 0.7 M solutions 
of CaCl, were used. 

The methods of staining and cytochemical tests were those described 
by Bald (1949), Glick (1949), and Lison (1953). 

For observation of the intranuclear inclusions a Tiyoda phase contrast 
microscope was used. 

Although it would be the best for such a study to trace development of 
inclusion bodies in one cell, as She f field (1931) has done with leaf hairs 
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of solanaceous plants, it was impossible in our study to follow her method 
since the pea lacked hair cells. Fortunately, our materials possessed some 
advantages, in that inclusion bodies occurred in almost all epidermal cells 
with great regularity. Further, in a long strip of stem epidermis different 
stages of development could be seen, all of which proved to develop later to 
the same completed inclusion bodies. 


Results 
Inclusion bodies caused by virus 1 


This virus has a wide host range and causes in all susceptible plants 
inclusion bodies of a new type as shown in Fig. 1 and 12. The inclusions 
stick together to corners of the cell and model exactly after the shapes of 
the corners. 

Although there has been no information concerning such inclusion bodies, 
as far as we know. it would be not unreasonabie to regard them as virus 
inclusion bodies, because they are always found abundantly in leaf epi- 
dermis of infected plants, and they have staining and cytochemical pro- 
perties similar to those of virus inclusion bodies of common types. 

Epidermal cells of the healthy plants. The leaf epidermal cells contain 
several pale green chloroplasts, and the stem epidermal cells also contain 
a number of such chloroplasts. 

It must be emphasized that these plastids do contain green pigment, 


although the colour is so light that it is easily overlooked. 
They are therefore intermediate-plastids and not leucoplasts. Weber 
et al. (1954) also found such small. pale green chloroplasts in leaf epidermis. 
The development of the inclusion bodies. Symptoms appear first as 
vein clearing, about 4 or 3 days after inoculation under favourable growth 


conditions. 

At about the same time an early stage of formation of the inclusion 
bodies can be seen: Some plastids are attached to corners of cells, and often 
at two or three corners of the same cell, homogeneous and achromatic bodies 
about the same size as plastids can be seen as shown in Fig. 10. The very 
small bodies are the initial inclusion bodies. It is only when they are 
stained that they can be distinguished from normal plastids. 

They increase in size gradually along the cell wall, maintaining the same 
structure, and finally develop to large inclusion bodies as shown in Fig. 12. 
Even such large inclusions appear homogeneous and translucent. In the 
course of development it is frequently observed that one or two plastids 
are being enclosed in an inclusion body (Fig. 11). The developed inclusion 
bodies maintain their structure unchanged, and have not been seen to alter 
in appearance. Cells in which inclusion bodies have fully developed con- 
tain few or no plastids. 

These phenomena are very conspicuous, but it is impossible to deduce 
any relationship between plastids and the inclusion bodies from such obser- 
vations on the intact cells only. However, once the cells are plasmolysed. 

10* 
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the situation becomes more favourable. All normal plastids and inclusion 
bodies, both small and well developed, appear to contain more or less of 
the pale green pigment (Fig. 3). The colour can be seen more easily in 
strongly plasmolysed cells, and appears to be diffused throughout the 
inclusion bodies (Fig. 4). During plasmolysis and deplasmolysis the bodies 
change their shape and size. tendding to become more nearly spherical on 
plasmolysis (Fig. 3), and returning to them original shape and position on 
deplasmolysis. These observations suggest that the inclusion bodies have 
a bounding membrane which is less permeable than protoplasm membrane, 
and that they are fixed to the protoplasm membrane at the corners of the 
cells. 

Furthermore, a similar modification of the plastids can be seen much 
more clearly in the chlorenchymatous cells immediately below the stem 
epidermis. As shown in Fig. 6 and 7, most of the chloroplasts in the cells 
have stuck to the cell walls and subsequently fuse into inclusion bodies 


similar to those of the epidermis. Even after fusion these bodies still con- 
tain dense green pigment. 


These observations suggest that the inclusion bodies caused by the virus, 
which we should like to call “corner inclusion bodies,” develop principally 
from plastids. 


It is impossible. however, to tell whether they are made up exclusively 
of plastids or whether they consist of plastids and cytoplasm. The move- 
ment of the plastids and their attachment to the protoplasm membrane may 
suggest that both take part together in the establishment of the initial in- 
clusion bodies. 


Inclusion bodies (X-bodies) caused by the virus 2 


For a few days after inoculation no macro- or micro-scopic difference is 
observed in the host plants. Vein-clearing, a first stage in the development 


Fig. 1. “Corner inclusion bodies” in alive epidermal cells. X 760. 
The cells in the figures are of white clover. 
. Healthy cells plasmolysed slightly. The empty parts are like the shapes 
of the inclusion bodies in Fig. 1. X 760. 
. Slightly plasmolysed cells containing inclusion bodies with the pale green 
pigment. X 900. 
More strongly plasmolysed cells containing developed inclusion bodies. 
X 900. 
. 5. Inclusion bodies stained with Azure A. Even small bodies indistinguishable 
from normal plastids are stained densely as well as large bodies. X 900. 
. 6. Chlorenchymatous cells of pea. Most chloroplasts are adhered to the cell 
walls. X 1050. 
The adhered chloroplasts are fused together and stuck to corners of the 
cells. X 1050. 


Fig. 8. Chloroplasts of healthy chlorenchymatous cells. >< 1050. 








Origins and Formation of Intracellular Inclusions 





118 Y. Koshimizu and N. lizuka 


of chlorosis, appears in about 7 days. At about the same time definite 
symptoms can be seen within the epidermal cells. 

At first we shall describe inclusions found in the stem epidermis, where 
they are abundant, well developed, and easy is study. 

The first effect of the virus observed microscopically is an aggregation 
of several small pale green plastids, which appear to be loosely bound 
together. As shown in Fig. 17 and 18, these masses are located near the 
nuclei, but they are carried about the cell by protoplasmic streaming. At 
first sight they appear to be composed of plastids only. but sometimes they 
can be seen to be bound together by fine, hyaline, protoplasmic strands 
which appear to be partly separated from the streaming protoplasm. 

When we come to examine tissue from plants which have been inoculated 
for 10 to 15 days. we see that, by successive aggregation and fusion, these 
masses of plastids are now beginning to form the initial inclusion bodies 
which are coloured with the green pigment. The initial inclusion bodies 
appear to consist exclusively of plastids, some remaining apparently intact. 
whilst the others are more or less modified in one of two different ways. 

They can either be granulated or swollen, in each case without loss of 
green pigment. Swollen plastids may later became vacuolated. Complex 
types, showing both changes at the same time, are common. ‘The green 
pigment appears to be granular in the granular bodies, and is apparently 
distributed in the swollen and vacuolated bodies. 

The outer part of the granular inclusions consists apparently of many 
loosely bound plastids. Only towards the inner part do the plastids become 
granular, and may lose the green pigment. In this type we have never 
found any indication of a limiting membrane. 

Inclusion bodies of the homogeneous type appear to be thoroughly dif- 
fused with the green pigment. In addition, on plasmolysis they decrease 
in size, and on deplasmolysis recover the initial size, though decrease in 


size is far less than that of protoplasm membrane. This suggests the pre- 


Fig. 9. Epidermal cells of healthy white clover. X 900. 
10. An early stage of formation of the inclusion bodies. Most plastids are 
moved near the cell walls. X 820. 

11. Plastids being enclosed in the inclusion bodies are seen. X 820. 

Fully developed inclusion bodies stained brown with IKI solution. 
No plastid is seen. X 820. 
An early stage of formation of the inclusion bodies caused by the virus 2. 
Plastids burst into minute granules are seen. X 790. 
14. Most plastids are burst and form dense masses of the minute granules. 
X 790. 

Fig. 15. These masses become more compact, forming X-bodies. X 790. 
lig. 16. Simultaneous occurrence of inclusion bodies of the three types: (a) “corner 
inclusion bodies,” (b) amorphous inclusion bodies (X-bodies), (c) intranuclear in- 

clusions. X 790. 
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sence of a limiting membrane, presumably a modified plastid mem- 
brane. 

The inclusion bodies remain coloured for up to two or three weeks. 
During this time they contain to grow by successive aggregation and sub- 
sequent fusion of further plastids. By about one month after inoculation, 
most inclusion bodies of both types have developed to the completed form 
and appear as shapeless masses of minute granules which probably originate 
from disintegrated or burst plastids. They are now colourless, and the two 
types can no longer be distinguished. Throughout our experiments no 
crystallization of the inclusion bodies has been seen. 

Next, we shall describe inclusion bodies in the chlorenchymatous cells. 
In this tissue they occur in only a small percentage of the cells, but if one 
cell is found to contain an inclusion body, all the cells in its vicinity are 
also found to contain them. As in the case of virus 1, we can most clearly 
see the process of formation, because the typical chloroplasts contain 
dense green pigment. The earliest visible sign is aggregation of the chloro- 
plasts as described for the stem epidermis. Aggregation is very obvious: 
over half the chloroplasts in a cell may aggregate near the nucleus (Fig. 20). 
This phenomenon may be called “Plastidsystrophy.” 

The history of the later development of these aggregates is almost the 
same as that described for the epidermis: they develop gradually into 
shapeless and granular bodies with the pigment. As shown in Figs. 21 and 
22, the bodies are made up almost only of chloroplasts, and, in these cells, 
only a few normal chloroplasts can usually be seen, although in some cases 
a cell may contain both an inclusion and many intact chloroplasts (Fig. 24). 
Fig. 23 shows a chloroplast developing to a colourless body, presumably an 
initial inclusion body. Fig. 24 shows two bodies containing many fragments 
of the green pigment. 

Besides the above mentioned inclusion bodies, we have frequently ob- 


served large, vacuolated, and green amoeboid bodies in both stem epidermis 
and chlorenchymatous tissues. Their presence seem to be significant in that 
they show clearly the fusion of chloroplasts, which is thought to be a fun- 
damental phenomenon in the establishment of inclusion bodies. 


17. Loosely bound plastids (pale green chloroplasts) aggregating at the both 
sides of the nucleus (stem epidermal cells of pea). x 560. 
18. Aggregation of numerous plastids. (a) compact mass of plastids. 
(b) nucleus. X 750. 
Fig. 19. Enlargement of a part of Fig. 18. X 1270. 
. 20. Chloroplasts aggregating near the nuclei (chlorenchymatous cells of pea). 
X 410. 
Fig. 21. Masses of chloroplasts forming inclusion bodies. X 410. 
Fig. 22. Chloroplasts aggregating near the nucleus. X 1650. 
Fig. 23. A chloroplast transforming to a nearly colourless body. X 940. 


g. 24. Inclusion bodies containing many fragments of the green pigment. 940. 
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Intranuclear inclusions caused by virus 2 

Intranuclear inclusions have been described in about 30 different virus 
diseases of animals, while they have been reported much less frequently in 
plants. Kassanis (1939) and Bawden and Kassanis (1941) reported 
crystalline inclusions in the nuclei of solanaceous plants infected with 
severe etch or mild etch virus. 

McWhorter (1941a) observed crystalline inclusions in both cyto- 
plasm and nuclei of leguminous plants infected with either Pisum virus 2 
or Phaseolus virus 2. Woods and Eck (1948) found polymorphous in- 
clusions in the nuclei of tobacco plants infected with a strain of tobacco 
mosaic virus. 

It is easier to trace the development of intranuclear inclusions than that 
of cytoplasmic inclusions, because the former are produced in almost every 
nucleus and the site of their occurrence can therefore be readily located. 
In this section we deal with development of the intranuclear inclusions 
caused by the virus 2, studied by ordinary and phase contrast microscopes 
and by staining with IKI solution. 

In water mounts nuclei of normal cells have homogeneous or faintly 
granular contents, and the nucleolus typically appears as a spherical body 
with no visible internal structure (Figs. 25, 29). 

At about stage, when cytoplasmic inclusion bodies become detectable 
for the first time, the nucleoli swell, becoming two or three times the normal 
size (Figs. 26 and 30). 

As the nucleoli increase in size, refractive rims with some thickness 
become visible: under phase contrast microscope the rims are bright rather 
stronger than the centres (Fig. 26), and even under light microscope they 
appear distinctly solid (Fig. 27). 

Later a few minute granules occur at the rims. Up to now, the enlarged 
nucleoli usually still maintain their spherical form, although occasionaly 
they appear to be broken into several fragments. 

The enlarged nucleoli further increase in size, and become more and 
more granular and refractive, particularly at the rims. Later the rims 
become filled granules, and finally appear to be broken up into masses of 
granules. At this stage granules are seen even in the centres of the nucleoli 
(Figs. 31, 32). 


Fig. 25. A nucleus and its nucleolus of a healthy cell under the phase contrast 
microscope. X 1610. 
Fig. 26. An enlarged nucleolus in an infected cell. X 2600. 
Fig. 27. An enlarged nucleolus under the light microscope. X 2100. 


28. An intranuclear crystalline inclusion of epidermal cells of the in- 
florescence. X 600. 


. 29. A nucleolus of a healthy cell stained and fixed with IKI solution. X 2100. 
Fig. 30. An enlarged nucleolus stained with the same solution. X 2100, 


Fig. 31, 32. Developed intranuclear inclusions. 2100, 
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A typical intranuclear inclusions is therefore formed by substitution 
of a mass of granules for the nucleolus. It grows so large as to occupy most 
of the nucleus, being always separated clearly from the karyoplasm, which 
decreases in proportion. This is well demonsirated by the Feulgen reaction. 
because the inclusions give a negative reaction throughout the course of the 
development, only the nuclear membrane giving positive reaction. In this 
connection it would be worthwhile to note that such a nucleus, containing 
a developed inclusion, is easily shrunk, so that it become invisible, leaving 
only the inclusions, when the cell is damaged, for instance, by slight pres- 
sure from the cover glass. Also, it is sometimes observed that a nucleus 
containing an inclusion has become extremely vacuolate. These facts sug- 
gest the changes are not confined to the nucleolus and that the entire 
nucleus of each infected cell underwent profound modification. 

Usually the intranuclear inclusions appear to be a mass or masses of 
minute granules. However, in the epidermal cells of the inflorescence, 
apparently crystalline inclusions occur frequently (Fig. 28). 

It is difficult, therefore, to distinguish between a normal and an enlarged 
nucleolus and between an enlarged nucleolus and a fully developed in- 
clusion. This is in contrast with the findings of Kassanis (1939), Ba w- 
den and Kassanis (1941), and Woods and Eck (1948): who all stated 
that except for the presence of these crystalline inclusions the nuclei ap- 
peared normal and still contained nucleoli. All of these facts, together 
with the occurrence of the intranuclear crystals reported by Mc Whorter 
(1941 a) and the suggestion by Rich (1948 a) that they might develop from 
nucleoli, may indicate that intranuclear inclusions caused by different 
viruses each have their own peculiar origin depending upon the particular 
virus and host-plant. However, it seems reasonable to assume that at any 
rate the inclusions we have studied originated from nucleoli. 


Simultaneous occurrence of the three kinds of 
inclusions in the same cells 


McWhorter and Price (1949) were the first to describe evidence 
for the simultaneous multiplication of two different viruses in the same cell, 
when they observed both intranuclear and cytoplasmic inclusions in the 
cells infected with two viruses. So far as we know, there has hitherto been 
no evidence for the simultaneous formation of two kinds of cytoplasmic 
inclusion in the same cells infected with two viruses. 

The discovery of a virus that causes inclusion bodies of a characteristic 
form, “corner inclusion bodies,” makes it possible, to see whether or not two 
kinds of cytoplasmic inclusions are formed in the same cytoplasm. 

White clover infected naturally with the present two viruses offers a 
very suitable material for such a study. 

Strips fixed and stained with IKI solution or stained with toluidine blue 
were used. 


Generally many cells contain either of the two cytoplasmic inclusions, 
and two groups of these cells which contain only one kind of cytoplasmic 
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inclusion body are distributed somewhat in a mosaic. As far as we have 
observed, inclusion bodies caused by the virus 1 are produced more 
abundantly than that by the virus 2. 

It is by no means difficult, however, to detect cells containing the three 
kinds of inclusion simultaneously as shown in Fig. 16. 

Usually such cells are seen in a boundary region between the two groups 
of the cells. In such a cell, each kind of inclusions is almost the same state 
as when it occurs alone: an intranuclear inclusion in a nucleus, a granular 
cytoplasmic inclusion body near a nucleus, and “corner inclusion bodies” 
adhering to corners of the cell. 

So far as we have observed, any new or the complex type of inclusion 
body has never been found yet. 

The above mentioned observation leads to the suggestion that the two 
leguminous viruses are possible to multiply anyhow in the same cytoplasm, 
but are difficult or impossible to multiply simultaneously in the same 
plastids. 


Staining and cytochemical tests 


Staining properties—The Giemsa method described by Bald (1949) 
for selective staining of virus inclusions was employed. 

Strips were fixed with Lugol’s iodine and stained with Giemsa and 
Orange G. Both cytoplasmic and intranuclear inclusions caused by virus 2 
were stained violet, while cytoplasm and nuclei stained green-blue, and 
plastids green-yellow. 

The nucleoli of healthy cells were also stained violet. Sometimes in 
infected cells bodies resembling plastids were stained the same colour as 
the inclusion bodies. “Corner inclusion bodies” caused by virus 1 were not 
stained well. 

Vital staining with trypan blue, as described by Mc Whorter (1941 b) 
and by Rich (1948b) was tried for these inclusions, using material fixed 
in Carnoy’s fluid or in 10% formaline. The results were unsatisfactory, all 
plastids in both healthy and infected tissues being stained equally. 

With Erythrosin and Acid fuchsin, again used on strips fixed in Carnoy’s 
fluid or in formaline, all the inclusions were stained intensely, but there was 
no differentiation of the several types. 

Cytochemical tests.—1. Starch.—The foregoing observations suggest that 
each of the two kinds of cytoplasmic inclusion bodies develop principally 
from plastids. It is of interest, therefore, to see whether or not these bodies still 
contain starch or preserve the ability to condense starch. Since the fixative 
of Bald’s method (1949) is Lugol’s solution, it is possible to see whether 
the entities stained brown with this fixative are the same as the inclusion 
bodies stained violet with Giemsa. In infected epidermal cells only in- 
clusion bodies were stained brown with iodine, and they did not stain blue 
or purple, the colour of starch. 

In a further test, strips soaked in 2 per cent sucrose solution for 48 hours 
in the dark were mounted in a dilute solution of iodine potassium iodide. 
Under these conditions the iodine acted not only as an indicator of starch 
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but also as a partial fixative, preserving cellular structures. All inclusion 
bodies, initial ones as well as fully developed ones, were stained brown. 
while cytoplasm and nuclei stained yellow. Of course, intact plastids were 
stained blue or purple, though the staining was much lighter than that of 
the chloroplasts of the guard cells. Even in the early stages of formation 
of the inclusion bodies, plastids aggregating near the nuclei (virus 2) or 
adhering to corners of the cell (virus 1) were stained brown, never blue or 
purple. It was thus not possible by means of this colour reaction to see 
a transitional stage from normal plastids to “viroplastids.” 

The enlarged nucleoli and the intranuclear inclusions were also stained 
brown, and, as far as we examined, this was the only colour reaction that 
distinguished them from normal nucleoli, which stained yellow. These ob- 
servations indicate that accumulated starch are lost in the plastids which 
are developing to inclusion bodies. 

2. Fat.—As strips fixed in 10 per cent formalin were not stained enough 
with Sudan III. a solution of iodine potassium iodide was tested for a fixa- 
tive and found to be useful. Strips fixed in it were washed with a dilute 
solution of sodium thiosulphate and stained with Sudan III for 10 or 
30 minutes. The two kinds of cytoplasmic inclusion bodies were stained 
red. 

Extraction tests were then made. Strips fixed and washed and stained 
as described were placed in 90 per cent alcohol, ether, chloroform, and in 
distilled water (control) for 3 days. Even when they had been deeply 
stained, inclusion bodies were hardly stained. while after treatment in 
solvents, the control strips remained strongly coloured. Nuclei of healthy 
cells and intranuclear inclusions were not stained satisfactorily by this 
method. 

3. Protein.—The following protein tests were repeatedly applied to in- 
clusion bodies, mainly according to Lison (1953): The Xanthoproteic test 
for tyrosine, phenylalanine or tryptophane; Millon’s reaction (Serra et 
Lopes): Prussian blue test (Chévremont et Frédéricq): the Berg 
ninhydrine test; Biuret reaction; the Thomas arginine test. The first three 
gave clear positive results, the others were negative or uncertain. These 
results provide some evidence for the proteinaceous nature of these in- 
clusion bodies. 

4. Phenols.—The Lison’s modification of the chromaffine reaction was 
tried, which has proved to be applied to ortho- and para-polyphenols, poly- 
amine, and aminophenols. Fresh strips were treated with 3 per cent 
solution of potassium dichromate or potassium iodide for 30 minutes and 
mounted in glycerine. A brownish colour indicating a positive reaction 
appeared round inclusion bodies. 


5. Desoxyribonucleic acid.—The Feulgen reaction was tested on strips 
fixed in Nawashin’s fluid, paying particular attention to the reaction of 
nuclei containing an intranuclear inclusion. Only nuclei were stained red: 
all normal nucleoli, enlarged nucleoli, intranuclear inclusions, and the two 
kinds of cytoplasmic inclusion bodies were not stained. The larger the 
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intranuclear inclusions, the less stained were the nuclei, only the nuclear 
membranes being stained red in the case of fully developed inclusions. It 
was sometimes observed that distorted nuclei from which an intranuclear 
inclusion had been extruded remain unstained. 

6. Ribonucleic acid.—Staining with basic dyes and digestion tests with 
ribonuclease were carried out. At first, staining of inclusion bodies was 
tried. Strips fixed in Carnoy’s fluid or 10 per cent formaline were stained 
with pyronine, thionine, toluidine blue, or azure A. All inclusion bodies 
were stained intensely, particularly with toluidine blue and azure A. 
Nuclei, cytoplasm, and apparently intact plastids coexisting with inclusion 
bodies in the same cell were also stained, but much more lightly than the 
inclusions themselves. 

Next, digestion tests with ribonuclease for confirming ribonucleic acid 
in the inclusion bodies were made. Strips fixed in the same fixative were 
placed in small glasses containing the enzyme or distilled water without 
the enzyme (control). The concentration of the enzyme was 0.1 per cent, 
dissolved in distilled water. The solutions were adjusted to pH7.0 with 
M/20 sodium hydroxide and kept at 37°C. for 3 to 5 hours. After treat- 
ment the strips were washed with water and stained with the dyes. 

As the result of this procedure, the ribonuclease-treated inclusion bodies 
were stained far lighter than ribonuclease-control ones, which stained 
densely as well as the untreated ones. 

It was also noted that ribonuclease-treated cytoplasm and cell walls 
always appeared lighter in colour than the control, suggesting that the 
enzyme might act on components other than ribonucleic acid. The above 
results provide some evidence for the presence of ribonucleic acid in the 
inclusion bodies. 

Two alternative but not mutually exclusive explanations for its pre- 
sence can be considered. 

The first is, and perhaps less probable, explanation is that the ribo- 
nucleic acid became detectable owing simply to the disintegration of 
plastids, which have been proved to contain it. The second is that it is 
closely related to abnormal synthesis of virus protein in plastids. 

Considering the preceding observations which suggest that “viroplastids” 
or inclusion bodies are not merely disintegrated products but are peculiarly 
modified plastids, the ribonucleic acid would be an important substance 
taking part in the synthesis of virus protein, and it might have become 
detectable owing both to structural modification of plastids and because 
there would be more of it present during virus synthesis. 

It is not known whether the ribonucleic acid is some moiety of virus 
nucleoprotein, or whether its appearance precedes that of virus protein as 
described by Basler (1955) for the tobacco mosaic virus. 


Conclusions and Discussion 


The above resulis show that the two kinds of cytoplasmic inclusion 
bodies develop principally from plastids. 
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An extensive discussion on this problem will be found in Clinch 
(1932) and Smith (1933). Clinch (1932) pointed out the physical and 
chemical changes which may occur in the chloroplasts, the marked ab- 
normalities in starch content in chlorotic cells and fatty degeneration which 
is also evident in them can scarcely be attributed to retarded development 
only. Smith (1933) stated that virus appeared to have a stimulatory 
rather than inhibitory effect upon the development of chloroplasts. We 
have seen abnormal starch accumulation in parenchymatous cells at or near 
the leaf veins infected with the two viruses, but no such plastids have been 
seen in epidermal cells. From these facts it seems that the metabolic aber- 
ration of plastids due to virus infection might vary widely, depending 
upon the virus and the host. Sometimes there is an increased production 
of starch, sometimes of fat, and sometimes of anomalous protein. The last 
case may involve the synthesis of virus protein in plastids of the epidermal 
cells. 

As regards the structural modification of chloroplasts caused by virus 
infection, Woods and Du Buy (1951) have found that normal-sized 
grana were replaced by large stratified green disc-shaped ones, and finally 
the large grana began to disintegrate and the whole plastid was trans- 
formed into colourless, or nearly colourless, vacuolar form. 


Smith (1933) described acute virus infections in which chloroplasts 
might break up into small hyaline granules, and chloroplasts full of starch 
might burst. 


In the recent papers, De Rezende-Pinto (1954, 1955) who has 
postulated the chloroplastonematous structure, stated that excess traumati- 
zation affected the chloroplast and reduced it to a shapeless mass. He con- 
sidered that the treatment influenced the colloidal state of the plastidal gel, 
particularly that of the stroma, and that chloroplast swelling led to separa- 
tion of the chloroplastonemata. His suggestion is of interest compared 
with the plastid vacuolation produced by virus infections. That is to say, 
the vacuolated or shapeless plastids may be in a hydrolized state which 
may be associated either with their own decomposition or with the syn- 
thesis of virus protein. 


We must now turn to discuss the significance of the cytochemical nature 
of the inclusion bodies. There can at present be no certainty that the 
chemical substances shown to be located in the inclusions have not lodged 
them after circulation around the cell. However, it is possible in the present 
case to use the intranuclear inclusions as a control. As Bald (1948) stated, 
“A priori, there seems less chance of virus particles passing through a 
membrane or phase boundary and of being concentrated passively in an 
organelle in which they were not formed, than of virus particles concen- 
trated in an organelle where they are being formed.” 


The result showing disappearance of starch and loss of the assimilative 
function agrees with Bald (1948), suggesting an aberration of plastid 
metabolism. 
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As to the presence of fat, the lipid content of the stroma and grana has 
definitely been proved (Frey-Wyssling 1953). 

The histological and chemical studies on the distribution of ribonucleic 
acid in different tissues by Brachet and the microspectrophotometric 
researches of Casperson et al. have led to the recognition of a constant 
coincidence in space and time of a high content of ribonucleic acid and 
rapid protein formation (Chantrenne 1953). On the other hand, 
Bawden and Pirie (1953) have always emphasized that virus infection 
should be looked on as a general anomaly of the nucleoprotein metabolism 
of the host rather than as the growth of a parasite on the host. 


From these points of view, it is quite possible that the chemical sub- 
stances shown in the inclusion bodies are closely related to the synthesis 
of the anomalous nucleoprotein, involving more or less virus nucleoprotein. 
Summing up the above mentioned results, we think that they are illustra- 
tive of the hypothesis postulated by Bawden and Pirie (1953). 


“From this some possible generalizations emerge. If a protein without 
any nucleic acid prosthetic group is being made at a nucleoprotein sur- 
face, there must come a time when it parts company with the surface. 
Normally the protein comes away free, but the protein retains the nucleic 
acid more strongly than does the stroma protein. After synthesis, there- 
fore, part of the machinery comes away instead of only the product. 


Compatible with this idea, though hardly to an extent that would justify 
calling it evidence, is the fact that in many viruses the union between the 
protein and nucleic acid is exceptionally strong. Thus nucleic acid, which 
is presumed to be initially present as nucleoprotein, can be extracted from 
normal tissues and from isolated microsome or microsome fragments with 
salt or acid that do not separate it from such viruses as tobacco mosaic. ... 
If such a substance, let say a nucleoprotein, is normally part of an insoluble 
structure where it is needed and where it remains, its direct effect can 
operate only in its immediate neighbourhood.” Is it too much to suggest 
that the process of development of inclusion bodies, particularly that of 
the intranuclear inclusions is illustrative of their hypothesis? 


Our observations demonstrate clearly the origin and formation of both 
cytoplasmic and intranuclear inclusions. These findings are in accord 
with the results obtained by Bald (1948) and by one of the authors (1955). 
Thus it is now possible to build up a generalised picture of development of 
cytoplasmic inclusion bodies from plastids. The presence of two kinds of 
intranuclear inclusions, one within the nucleolus, the other outside it, may 
suggest that the origins of inclusions and consequently the sites of multi- 
plication of different viruses are not all the same but differ to some limited 
extent. Such a condition may be the same even within the cytoplasm. 

The use and limitation of the staining technique depend fundamentally 
on the manner and the site of virus multiplication. The present study 
leads to the hypothesis that virus multiplies in plastids or nucleoli. 
However, some cases may be supposed that virus multiplies in minute par- 
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ticles such as microsomes, and then this technique would be useless, for it 
would be impossible to detect by staining small amounts of virus scattered 
throughout the cytoplasm. 


For the same reason, we are also led to the assumption that, so far as our 
materials concerned, there would be no site of virus multiplication other 
than the plastids or nucleoli. 


This idea is against the general conception that virus may multiply in 
such minute particles as microsomes. The conception is based upon the 
fractionation of virus by centrifugation. However, the presence of virus 
in these particles after experimental treatment does not always mean that 
the virus is distributed there in the living cell. For, if plastids in which 
virus is multiplying undergo the grinding and centrifuging, they should be 
readily disintegrated into the minute particles indistinguishable from micro- 
somes. 


Recently Hidaka (1955) has found that virus-like filaments are strictly 
localized in the plastids and sometimes they appear to have flowed out into 
cytoplasm. 

We shall consider the reason why most inclusion bodies occur parti- 
cularly in the epidermis. We should like to draw attention to the recent 
works reporting that epidermal cells contain much higher concentration of 
virus than other tissues of the leaf. 


Bawden, Hamlyn and Watson (1954) have found such cases with 
cabbage black ring spot virus and henbane mosaic viruses. Brandes 
(1955) has found that the potato bouquet (tobacco ring spot) virus appeared 
to be localized principally in the epidermis, and that the virus occurred 
mostly in the form of cell inclusions, presumably X-bodies. Seeing these 
facts, the authors are inclined to think that viruses that readily multiply 
in epidermal cells cause a great number of the bodies in the cells, while 
chloroplasts in the mesophyll have something to resist virus multiplication 
so that only few bodies occur in these cells, exception for some viruses 
that multiply abundantly even in these cells. 


Let us now consider the significance of virus inclusion bodies. Ba wden 
(1950) has suggested an explanation based upon the fact that some purified 
viruses readily form a complex with other substances. He suggested that 
inclusion bodies were the result of the operating of a protective mechanism, 
when though, as he noted, there is no valid evidence that plants contain 
or produce antibodies. We should like to regard inclusions as aggregated 
bodies of modified cell constituents or unusual structures in which ano- 
malous proteins are being formed, including virus protein. In our opinion, 
virus contained in inclusion bodies is attached to the centres at which it 
was reproduced, namely, to the plastids or nucleoli. 


As Leyon (1953) has stated, the idea that virus may multiply in 
plastids is not new. Kausche and Ruska (1940), Kausche (1940) and 
Rischkov and Smirnov (1940) have shown that chloroplasts of tobacco 
mosaic-infected plants actually contained virus protein, and suggested the 
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existence of fundamental relationship between virus protein synthesis and 
plastids. Woods and Du Buy (1941) have reported extensive works on 
this problem from some different aspect. 

Recently, Black, Morgan and Wyckoff (1950) and Leyon (1953) 
have published work suggesting virus formation in plastids. However, there 
is not yet suficient evidence to prove whether the virus is produced in 
plastids or it is attached to them after synthesis elsewhere in the cell. 


Concerning this important point, the most recent electron microscopic 
studies by Hidaka (1955) and by Stahmann and Kaesberg (1955) 
are of great significance. Although complete interpretation of their electron 
microscopic pictures is not yet possible, they are in accord with our own 
observations and suggest that some plant viruses do multiply in plastids. 


Summary 


Two hitherto undescribed viruses were isolated from naturally-infected 
white clover plants. 

One induced both cytoplasmic and intranuclear inclusions, and the other 
caused cytoplasmic inclusions of a new type, which we have called “Corner 
inclusion bodies.” 

All three kinds of inclusion were found in the same cells. 

Vital observations showed that the two kinds of cytoplasmic inclusion 
bodies developed principally from the plastids. 

The intranuclear inclusions were shown to develop from the nucleoli. 

Cytochemical tests showed that the cytoplasmic inclusions contained 
protein and ribonucleic acid. 

On the basis of these findings, the possibility of virus synthesis in 
plastids and nucleoli is discussed. 
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It has earlier been shown (1948, 1949) that sea water, tap water deriving 
from the soil, or that has been in contact with decomposing parts of plants, 
contains substances which raise the protoplasmic viscosity of leaves of 
Helodea densa (decrease the fluidity of the plasma). If leaves that have 
lain in such water are transferred to distilled water, a decrease in the proto- 


plasmic viscosity follows. The substances derive from plants, and are 
present in leaves, fruits, seeds and underground storage organs, as well as 
in recently fallen leaves and other kinds of fresh litter. These substances 
are resistant to boiling, but are probably broken down slowly by the soil 
microorganisms. A phenomenon closely related or similar to these 
changes in viscosity was demonstrated earlier by Umrath (1942). He 
found that the mobility of the chromatophores (on centrifugation) in 
Spirogyra was increased if the cells were placed in an extract produced 
by boiling the same kind of algae. 

Another example has been reported by Jeremias (1956), who studied 
the protoplasmic viscosity in frost-hardened plants (wheat). In similarity 
to Kessler (1935) and Kessler and Ruhland (1938), Jeremias found 
the viscosity to be higher in the hardened plants. Jeremias compared 
the water extract of hardened and unhardened objects, using Helodea as 
the test plant. The plasmatic viscosity of the Helodea cells was increased 
in extracts from hardened objects, but decreased in extracts from un- 
hardened. Moreover, the protoplasmic viscosity of the epidermal cells of 
unhardened wheat plants increased when they were placed in extracts 
from frost-hardened plants. 

Helodea densa has hitherto been the only object on which the effect of 
distilled water in this respect has been tested; the experiments have there- 
fore been extended to the investigation of terrestrial plants as well. 
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Material and Methods 


The centrifuge method was used for measurement of the protoplasmic 
fluidity; the procedure was essentially the same as in the experiments with 
Helodea. Certain modifications were, however, necessary in view of the 
differences between the structure of Helodea leaves and that of the leaves 
of most of the other plants used. 

Owing to the relatively simple structure of the Helodea leaf—only two 
layers of cells between both layers of epidermis—this object provides 
a clear picture of the position of the centrifuged chloroplasts. In most 
phanerogams, the picture is disturbed by the more complicated anatomic 
structure, particularly the presence of structures in the walls and cuticle 
of the epidermal cells. Only few terrestrial plants give satisfactory in- 
formation. In the present experiments, use was chiefly made of Achillea 
millefolium, Chenopodium album, Rumex acetosella and Ficaria verna. 
The leaves of these plants are sufficiently large to provide the number of 
samples necessary for an experimental series. The centrifuged chloroplasts 
appear distinctly in the microscope. 

The objects in question necessitated certain modifications in the method. 
The fluidity of the protoplasm in the leaf cells of terrestrial plants is lower 
than in the cells of Helodea; a stronger centrifuge was therefore required. 
Moreover, it has been shown earlier (1954) that the fluidity is not the same 
in all parts of a leaf, but increases from the margin to the midrib and from 
the apex of the leaf to the base; it is also affected by the water deficit. 
The fluidity is usually greatest in the middle leaves on a stem or shoot, 
and lower in young leaves inserted high up and in basal leaves with signs 
of incipient destruction (e.g. attacks by fungi). 

In order to avoid these variations in the material, the experiments were 
performed as follows. Leaves of the same age and with the same position 
on the shoot were cut off and placed in darkness in a humid chamber for 
12 hours, so that the cells became saturated with water. Some leaves were 
placed in distilled water, others in well water or in a nutrient solution. 
The leaves were then exposed to transpiration; this was raised by exposing 
them either to sunlight or to a stream of dry air. 

Samples for centrifugation were taken simultaneously from 8 ex- 
perimental leaves and from 8 controls. The samples consisted of small 
pieces of a leaf (about 5 by 10mm.) or of leaflets. Each sample was placed 
between two plexiglass slides and inserted in the centrifuge. The centri- 
fuge was specially constructed for the purpose, and had 16 tubes placed 
horizontally. All the experimental samples and controls were centrifuged 
simultaneously. The sample, still lying between the two slides, was then 
fixed immediately in boiling water for 1 minute, and examined in a dis- 
secting microscope. The rate of centrifugation was such that only some 
of the chloroplasts in the controls were displaced. This quantity was 
determined, as in earlier investigations, by estimation according to 


a 5-grade scale, a 10-grade scale being used for the highest and lowest 
values. 
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The water deficit was determined by weighing the leaves before and 
after each sampling. In those cases in which there was a disparity between 
the water deficit in the experimental leaves and in the controls, the values 
were corrected according to the earlier established relation between plas- 
matic fluidity and water deficit (1954). 

By cutting off part of the blade of the leaves, the requirements for the 
water uptake through the cut surface were diminished; the leaves were 
therefore able to retain their turgor even during intense transpiration. 


Experimental 


The results of several experiments with four different plant species are 
assembled in Table 1. The pre-treatment was the same in every case. 
The leaves were excised from plants in the open air, and placed in dark- 
ness, well water and saturated moisture for 12 to 14 hours before beginning 


Table 1. Protoplasmic fluidity (relative values) of excised leaves that have taken 
up tell water and distilled water, respectively, through the cut surface, and 
that have transpired. 





Protoplasmic fluid- 
ity (rel. values) 








Transpira- =. ; No. of 
tion hrs. alates leaves 


| water 


Well | ist. 





Achillea millefolium 16+ 16 Darkness 
16 + 16 
16+ 16 
16 + 16 
16+ 16 | In lab. (room light) 
8+ 8 In lab. (room light) 
me 8+8 Open air, clear, sunny 
Chenopodium album 
Rumezx acetosella 


8+ 8 Open air, clear, sunny 
12 + 12 In lab. 
12 + 12 ie 

16+ 16 Open air, cloudy 
16 + 16 
16 + 16 


” ” 


Ficaria verna 
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the experiment. Each experimental series comprised 32 leaves (in 3 series 
16 leaves only). Half of them (controls) were allowed to continue to imbibe 
well water; the other half (experimental leaves) were placed in distilled 
water. Some experiments were performed in darkness, some in room light 
and some in full sunlight. 

In all the experiments, the protoplasmic fluidity was greatest in the 
objects that had taken up distilled water. The experiments also seemed to 
indicate a relation between the results of centrifugation and the quantity 
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of water utilized through transpiration, or the intensity of transpiration. 
In order to make a closer analysis of this relation, experiments were made 
in such a way that the changes could be determined at fixed time intervals. 
An experiment of this kind is recorded in Fig. 1. It can be inferred that 
the protoplasmic fluidity increased rapidly in leaves allowed to transpire 
in strong sunlight. The maximum fluidity was reached after 6 to 8 hours, 
and was about twice as large as that of 
the control leaves and, consequently, of 
the same order of magnitude as in most 
of the experimental leaves in Table 1. 


s 


Fig. 2 shows the changes in proto- 
plasmic fluidity in the leaves of Rumex 
acetosella in the course of 90 hours. The 
material was kept in darkness during 
the whole period. Transpiration was 
weak; the difference between the ex- 
perimental and the control leaves there- 
fore increased slowly. It was necessary 
to make the sampling at long intervals, 
so that each leaf would suffice to provide 
the samples that were taken on each 
occasion. After 28 hours, transpiration 
was interrupted by placing the leaves in 
a moisture-saturated chamber. The dif- Fig. 1. Protoplasmic fluidity in 
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PROTOPLASMIC FLUIDITY OF EXPERIMENTAL LEAVES IN ~ OF CONTROLS 








ference between the experimental leaves excised leaves, that had stood in 
and the controls occurring during the first él! water and in distilled water, 


respectively, and in direct sun- 
light. Each value is the mean for 
16 experimental leaves (distilled 
water) or for 16 controls (well 


28 hours was due to a change in the 
former, in which the fluidity had in- 
creased. During the subsequent 62 hours, 
when no transpiration took place, and water). Ordinate: Fluidity of the 
practically no uptake of water, the value protoplasm of the experimental 
fell slowly and regained that of the leaves expressed as a percentage 
control leaves. of that of the controls (fluidity of 

The course of the difference was the ©Mtro!s = 100). Abscissa: Time 
: eee ; . of transpiration and light in 
same in similar experiments with other 

: : sue : hours. Before exposure to trans- 
species, i.e. the fluidity increased when pee : Nias 
ESS : piration and light, the leaves had 
the leaf took up distilled water owing to jemained in darkness and satu- 
transpiration, but started to fall and to ;ated moisture for 14 hours. 
return to the value of the controls as soon Achillea millefolium. 
as transpiration ceased and the leaf was 
saturated with distilled water. The return to the values of the control 
leaves generally required several hours or even days. 

In the experiments recorded in Fig. 3, distilled water was replaced by 
nutrient solutions prepared from distilled water and a number of salts. 
Hoagland’s solution was used; it was prepared according to the formula 
given by Paech and Simonis (1952, p. 243). Solution a contained 





138 M. G. Stalfelt 


12 microelements in addition to the usual nutrient salts, and solution b also 
contained 12 (selenium and vanadium were lacking). 

Series 1—3 in Fig. 3 were performed in sunlight, and series 4 in dark- 
ness. In series 4, transpiration was increased by air from a fan. The re- 
sults of series 4 did not differ from those in the other series, except that 
the transpiration period was longer, which resulted in a greater difference 
between the experimental and the control leaves. In series 4, the water 
uptake was measured concurrently with the removal of samples for centri- 
fugation. It was found that the experimental leaves gave off a quantity 
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Fig. 2. Changes in the fluidity of the protoplasm in excised leaves that had taken 

up well water and distilled water, respectively. Each value is the mean for 

16 leaves. Fluidity (rel.) N/10 — quantity of displaced chloroplasts in relation to 

total number of chloroplasts in the cells. Abscissa: Duration of experiment in 

hours. — When the leaves had transpired for 28 hours (arrow), they were placed 

in a moisture-saturated chamber. Experiments made in darkness. Rumex 
acetosella. 


of water that was 2.9 times greater than their own, and that the value for 
the controls was 2.0. During the transpiration period, a water deficit oc- 
curred, but it was almost the same in the experimental leaves and in the 
controls; the difference was less than 1 per cent of the fresh weight of the 
leaves. 

In all the experiments shown in Fig. 3, the protoplasmic fluidity of the 
experimental leaves increased as long as transpiration proceeded, and fell 
when it ceased. Consequently, the salts added to the distilled water were 
unable to inhibit its effect on the fluidity. 

Whether or not distilled water has the same effect on rooted plants was 
not investigated. 


Discussion 


The experiments have shown that distilled water produces an increase 
in the protoplasmic fluidity of the leaf cells of terrestrial plants in the same 
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way as in the cells of Helodea, investigated earlier. The change was as 
apparent in material kept in darkness as in that kept in light; consequently, 
it cannot have been due to photic processes. Nor can it be ascribed to the 
absence of salts, i.e., ordinary nutrient salts and microelements. In this 
respect as well, the changes are in agreement with those exhibited by 
Helodea. The cause must therefore be sought in the fluidity-active sub- 
stances present in the soil fluid (e.g. well water, lake water), of which the 


100 








Fig. 3. Comparison between changes in the protoplasmic fluidity of excised leaves 
that had taken up distilled water (5), and nutrient solutions prepared from 
distilled water and various kinds of salts, respectively (Hoagland’s solution, 
according to Paech and Simonis 1952). H = Hoagland’s nutrient solution. 
A =12 microelements. B—12 (14) microelements. — During first part of ex- 
periment (values to left of arrom) the leaves were allowed to transpire. During 
later part of experiment (values to right of arrom) the leaves were placed in 
moisture-saturated air. — Series 1-3 performed in light. Series 4 and 5 performed 
in darkness; transpiration increased by air (fan). For other data, see Fig. 2. 
Achillea millefolium. 


effect on the protoplasm of the leaf cells of Helodea was studied previously 
(1948, 1949). 

The only difference between the mode of reaction in Helodea and in 
terrestrial plants is that the leaves of the former react more rapidly, which 
can be explained by the shorter route of transport. The Helodea leaves 
were immersed in water during the experiments. The leaves of the ter- 
restrial plants, on the other hand, imbibed water through the leaf stalk and 
leaf cells; on the way, dilution with the cell sap took place, so that the 
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distilled water did not exert its full effect until after a certain interval. The 
experiments also showed that the length of this interval depends on the 
intensity of transpiration; the more intense is transpiration, the more 
rapidly does the fluidity value change. 

Nothing is yet known about the nature of the substances in question. 
According to earlier analyses1, they are probably not auxins, since the 
active concentrations did not give a positive reaction with the Avena test. 
This does not, however, rule out the possibility that the substances may 
consist of parts of auxins or of inactive forms of them, formed during 
microbial breaking down in the soil, and that the cells have resynthetized 
auxin from these parts. It has been demonstrated earlier (1947) that indole- 
3-acetic acid changes the viscosity of the plasma, and also that this sub- 
stance stimulates protoplasmic streaming (Thimann and Sweeney 
1937, 1939, Sweeney and Thimann 1942, Thimann, Kelso and 
Turman 1955). Seifriz (1952, p. 105) has, however, made the ex- 


perience “that an indubitable, constant, and reproducible increase in 
streaming rate is rare.” 


The increased fluidity persists as long as the leaves take up distilled 
water. When this ceases, the fluidity returns to the normal value, reaching 
it after one to three days. The cause of the increase in fluidity can be postu- 
lated to be inhibition of the supply of fluidity-decreasing soil substances, 
whereby the cells’ own production of fluidity-increasing substances tempo- 
rarily predominates. It then seems most feasible to interpret the return to 
normal fluidity as a result of increased production of fluidity-decreasing 
substances in the cells. The hypothesis of equilibrium between the fluidity- 
increasing and fluidity-decreasing substances and their regulating action 
on the labile state of the plasma has been put forward earlier (Stalfelt 
1948, 1949, Seifriz 1952). 

Numerous cases are known in which the processes of growth have been 
stimulaied or inhibited by certain soil substances. It is true that no proof 
exists that such effects are a result of a change in the structure of the 
plasma, but certain indications are found that the causes may be of this 
nature. 

A survey of the cases in which plants, plant extracts or litter have affect- 
ed development of other plants has been given by Gray and Bonner 
(1948). Further observations have subsequently been made. Bautz (1953) 
has shown that extracts of soil and litter, e.g. raw humus and spruce and 
beech litter, influence the germination of spruce seeds (Picea excelsa). 
Weak concentrations promote germination, strong ones inhibit it. Bublitz 
(1953) has also stated that water extracts of spruce litter inhibit germi- 
nation of fir and spruce seeds. 

It was demonstrated by Bonner and Galston (1944) and by Bon- 
ner (1946) that water or nutrient solution in contact with guayule roots 
accumulates substances which are toxic to the growth of guayule plants. 


1 T am indebted to Dr. Torsten Hemberg for making these determinations. 
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One of these substances was identified as transcinnamic acid. Gray and 
Bonner (1948) have shown that leaves of Encelia farinosa, when applied 
to tomato and other plants in sand cultures, cause a striking inhibition of 
growth. Water and other extracts of the leaves, when fed to tomato seed- 
lings in solution culture, may cause death of the plants within one day. 
According to Winter and Willeke (1952), antibiotically active sub- 
stances are present in general in water extracts of leaf litter, as well as in 
extracts from green leaves. The activity was strikingly high in extracts 
from the Ericacae species. Winter and Bublitz (1953), who made a 
more detailed study of spruce litter, found that extracts inhibited develop- 
ment of the microorganisms, but that the inhibition ceased and was re- 


placed by a stimulating effect when the extracts were diluted to weak 
concentrations. 


Summary 


It is found that if distilled water is allowed to flow through the leaves 
of terrestrial plants (Achillea millefolium, Chenopodium album, Rumex 
acetosella, Ficaria verna), the protoplasm of the cells exhibits increased 
fluidity. The terrestrial plants thus react in the same way as the earlier 
investigated Helodea. The cause is not the absence of nutrient salts or of 
microelements, since nutrient solutions prepared from distilled water have 
the same effect. The cause is instead the absence of the fluidity-active sub- 
stances that have earlier been demonstrated in the soil fluid, and which 
derive from plants. 


The effect persists as long as the leaves take up distilled water, but 
disappears gradually (after 1—3 days) when the uptake has ceased. It is 
assumed that the return to the normal fluidity value is due to production 
of fluidity-decreasing substances by the leaf cells. The changes—the in- 
crease in fluidity and the subsequent decrease—suggest the existence of a 
system of equilibrium, which regulates the fluidity value. 


The expenses of the present investigation were defrayed by a grant from the 
Science Research Council of Sweden. 
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Trichome an Crown-Galls von Nicotiana 


Von 
Friedl Weber 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. Mai 1956) 


Die bei Infektion mit Pseudomonas tumefaciens am Stamm von Nico- 
tiana Tabacum entstehenden Gallen weisen, solange sie jung sind, eine glatte 
Oberfliache auf, ihre Epidermis ist nur sparlich behaart (Abb. 1). Es mufie 
daher iiberraschen, daft bei einigen solcher Gallen eine dichte Behaarung 
sich einstellte. Die ganze Oberflache der Geschwulst oder doch wenigstens 
ein Teil derselben war von einem Haarfilz bedeckt und durch reines Wei 


sehr auffallend (Abb. 2). 

Die Haare sind so grof, 

daf sie mit freiem Auge 

leicht zu sehen sind. Es 

handelt sich dabei um Drii- 

senhaare mit vielzelligem 

Stiel und kleinen Képfchen. 

Die an die Wucherung an- 

grenzenden Stengelpartien, 

die von der krebsigen Ge- 

schwulst nicht ergriffen sind, 

besitzen nur relativ wenig 

Haare. Schon das makro- 

skopische Aussehen lief ver- 

muten, da die Crown-Gall- 

Haare besonders grof sein Abb. 1. Crown-Gall mit glatter Oberfliche. 

miissen. Mikroskopische Mes- 

sungen ergaben eine Linge von 1,8 bis 3.0mm, einzelne Haare erreichten 
sogar eine Lange von 3,8 mm. Die Haare an den vom Krebs nicht befallenen 
Stengelteilen hatten eine Lange von 0,7 bis 1.0mm, nur in ganz seltenen 
Fallen wurden sie etwas langer. Der Querdurchmesser der basalen Zellen 
der Gallenhaare erreichte ungefihr die doppelte Dimension wie der der 
normalen Haare. 
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Reichliche Behaarung wird durch verschiedene Gallenerzeuger, vor allem 
Milben, und unter den Mykozezidien von Synchitrium veranlaBt, iiber 
.Filzgallen*, die durch Bakterien hervorgerufen werden, finden sich bei 
Kiister (1911, 1925) keine Angaben. 

Die Zellkerne normaler Haare sind — insofern sie in der Mitte der 
Zelle liegen — nur an einzelnen, diinnen Cytoplasmafaden aufgehangt. Die 
Nuclei der Riesenhaare der Crown-Galls umgibt dagegen ein ganzer Kranz 
von Plasmastraingen; diese strahlen radiaér von der Cytoplasmahiille des 
Zellkerns aus und bilden rings um ihn einen wabig strukturierten Mantel 
(Abb. 3). Dieses Bild entspricht ganz der amphinuclealen Cytoplasmastruk- 


Abb. 2. Behaarte Crown-Galls auf Nicotiana. 


tur, die Zech und Vogt-Kéhne (1956) fiir Haarzellen von Nicotiana 
beschricben haben, die sich im zweiten Krankheiisstadium nach einer In- 
fektion mit dem Tabakmosaikvirus befinden. 

Der pathomorphologische Zustand der Zelle bei dieser Virose ist nach 
Zech und Vogt-Kéhne gekennzeichnet durch ,,Kernhypertrophie und 
typische strahlenformige Anordnung der cytoplasmatischen Strange“ rings 
um den Zellkern. Auch den Haaren der Tumoren fehlt das Symptom der 
KernvergréRerung nicht (Abb. 3). Ob diese ..Hypertrophie“ etwa die Folge 
einer endomitotischen Polyploidisierung ist, lat sich nicht ohne weiteres 
sagen, an die Méglichkeit ist aber jedenfalls zu denken, da in Tumorzellen 
polyploide Kerne vorkommen kénnen (Lit. bei Geitler 1953, 57). 

Beachtenswert ist es wohl, da der Protoplast der Zellen der Tabak- 
driisenhaare auf Infektion mit dem Mosaikvirus und mit dem Tumor- 
bazillus in mancher Hinsicht in gleicher Weise reagiert. Darin etwa eine 
Stiitze der Annahme zu sehen, das Crown-Gall-Bakterium sei ein Virus- 
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iibertrager, ware wohl kaum zulassig. Auf die Hypothesen, die iiber die 
Umwandlung normaler Pflanzenzellen in Krebszellen aufgestellt worden 
sind, wird hier nicht eingegangen; die Literatur dariiber haben u. a. Rop p 
1951 und Braun 1954 zusammengestellt. 





Abb. 3. Zellkerne von Nicotiana-Driisenhaaren. c, d normale Kerne, a, b .,hyper- 
trophierte“ Kerne in einer wabig strukturierten Cytoplasmatasche. 


Zusammenfassung 


Bei einigen Exemplaren von Nicotiana Tabacum trat an jungen Crown- 
Gall-Tumoren eine ungewohnlich dichte Behaarung auf. Die Driisenhaare 
solcher ,,Filzgallen“ erreichten in der Langs- und Querdimension ungefahr 
die doppelten Werte der normalen Trichome. Die Zellkerne der Riesen- 
haare waren auffallend grof, ebenso die Nucleolen. Die Cytoplasmatasche, 
in der die ,hypertrophierten“® Kerne lagen, zeigte strahlenférmig ange- 
ordnete Strange und wabige Struktur, wie sie fiir virusinfizierte Tabak- 
haare beschrieben worden sind. 
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Seasonal Changes in Some Chemical 
and Physical Properties of Living Cells of Pinus ponderosa 
and their Relation to Freezing Resistance! 


By 


Johnson Parker 


Southern Forest Experiment Station, U.S. Forest Service, U.S. D. A., 
Marianna, Florida 


With 3 Textfigures 


(Received June 8, 1956) 


The causes of seasonal fluctuations in cold hardiness of plants have long 
been sought in chemical and physical changes within the cells, but in spite 
of many extensive studies there is still no clear explanation of what factors 
produce the condition of hardiness in such plants as the woody evergreens. 
The concensus of opinion is that changes in carbohydrates and ions which 
tend to be reflected in osmotic pressure variations do not show a very good 
relation to changes in resistance to freezing. This is brought out in a num- 
ber of publications specifically concerned with conifers which will be dis- 
cussed later in this paper. Although most of our findings support this con- 
cept it became obvious during the course of the work that certain physical 
changes that could be observed under the microscope were better related to 
the main changes in hardiness than the overall carbohydrate changes. How- 
ever, one sugar, separated by the new chromatographic technique, did show 
some remarkable seasonal changes. It therefore seems worthwhile to report 
on the physical changes that have been observed to accompany fluctuations: 
of hardiness as well as the results of the chromatographic separations. As: 
far as we know chromatography has not been employed in such seasonal 
studies and only a few chromatographic data are available for conifers: 
(Bidwell et al. 1952, Kano and Hatano 1953). 


1 Conducted at the Univ. of Idaho, Moscow. Thanks are extended to Duane 
LeTourneau and E. K. Raunio for helpful suggestions, to W. K. Ferrell 
for loan of apparatus, and to Martha Sue Dempsey for help in the chromato- 
graphic work. We are further indebted to P. J. Kramer, Duke Univ., Durham, 
for suggestions on the manuscript. 
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Method 


i. Sampling and Freezing Procedure:—Twigs were sampled randomly 
from a group of Pinus ponderosa Dougl. trees 15 years old and 3 meters 
tall growing in the same forest location described previously (Parker 
1955b). After being brought into the laboratory, a trip of about half an 
hour, 4 stem sections 3 cm. long were cut from the one year old part of each 
twig and cooled and warmed in the low temperature apparatus as pre- 
viously described (Parker 1955b). Leaves were cut from similar twigs, 
divided into 4 groups of 3 fascicles each and placed in test tubes, one group 
to a test tube, for the same cooling procedure. Only the youngest leaves 
were used until June when the new leaves began to appear. At this time 
only the one year old leaves were sampled. Freezing tests were carried out 
for leaves about every 2 weeks; roots about once a month. Roots were dug 
from the same area mentioned above and 2 year old suberized roots about 
4mm. in diameter were cut into 10cm. lengths. These were kept in stop- 
pered jars of moist soil until brought in the laboratory, cut into 2 cm. 
lengths, and placed in the freezing apparatus at a starting temperature as 
close as possible to that of the environment from which they came. 

Viability was determined in leaves by a combination of the following 
criteria: reduction of the oxidation-reduction indicator 2,3,5-triphenyl- 
tetrazolium chloride (Paul Lewis Labs., Milwaukee) as previously described 
(Parker 1951, 1952, 1953, 1955 a), discoloration of leaves from grass green 
to dull green (Parker 1955b), and rapid leaf dehydration. Only when all 
three of these happened together were the leaves considered dead. Viability 
of twigs and roots was determined in the following way: after an 18 hour 
infiltration period with 0.5% aqueous unbuffered solutions of tetrazolium, 
sections were cut longitudinally and examined microscopically. Reduction 
in rays and vertical parenchyma was mainly relied on as a test for via- 
bility. 

2. Microscopic Studies:—Concomitantly with the freezing studies, tests 
on uninjured cells of twigs, trunks, leaves, and roots with various stains 
or reactants were made: I,KI (procedure of Meyer and Anderson 
1948), Sudan Black B (Aniline Dye Corp.) in ethanol at 1 : 1000, Millon’s 
reagent (procedure of Meyer and Anderson 1948) and tetrazolium 
chloride at 0.5% aqueous unbuffered. All solutions except the tetrazolium 
were directly applied to the transverse and longitudinal sections of the 
various parts of the tree, observed after one minute, and then for five 
minutes more. The tetrazolium salt was allowed to infiltrate pieces of 
stems, leaves, trunks, or roots for 18 hours before they were sectioned. All 
sections were examined at magnifications of 35 to 430 power, using an in- 
candescent light source with “daylight” blue filter. 

3. Extraction Methods and Chromatography:—Chemical analyses at 
various times of the year were carried out as follows. One year old leaves 
were cut from the twigs which had been brought from the same source 
mentioned above and 15 g. of leaves were weighed without washing or other 
treatment. Samples of bark were obtained from branches about 10 years 
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old growing on trees about 60 years old. First the outer scaly bark was 
removed and discarded, then strips of inner bark one cm. wide were cut 
off with a knife. Both leaves and strips of bark were cut into pieces 
one half cm. long and treated by one of two extraction methods. 

Method 1 was a Soxhlet extraction using 250ml. of 80% ethanol and 
refluxing through a Whatman fat-extracted thimble of 150 ml. capacity for 
7 hours; the apparatus siphoned once every half hour. Then the heat was 
shut off and the apparatus allowed to stand cold for 18 hours. At the end 
of this time all extract was drained off. This is somewhat similar to the 
method of Woodward and Rabideau (1953) for free amino acid ex- 
traction from corn shoots. The homogenization method of Steward et al. 
(1951) gave substantially similar results so that it seemed that the heating 
effect in Soxhlet extraction did not cause serious hydrolysis. By means of 
taking successive 2 hour samples from the Soxhlet apparatus it was found 
that about 80% of the sugars were extracted at the end of 7 hours of con- 
tinual refluxing. In a certain length of time the amount of amino acids 
extracted is about the same as the amount of sugar although this varies for 
individual amino acids. In the same time somewhat less of the organic 
acids are removed (Woodward and Rabideau 1953). 

Method 2 was carried out with the aim of preventing acid hydrolysis 
during extraction, although the addition of a strong base apparently had 
effects of its own as will be seen in the results. This was similar to Method 1 
except that leaves or bark were kept in the lower part of the apparatus, 
no filter or thimble was used above, and 10g. of KHCO, were added to the 
80% ethanol. All extracts were evaporated to 15 ml. at 45°C. (unless other- 
wise stated) by means of a jet of air. 

Chromatography was carried out with Whatman no. 1 filter paper 
46 X 57 cm., either by the ascending or descending method in a “Chromato- 
cab” (Research Equipment Corp., Oakland, California). The most satis- 
factory procedure for sugars was the descending method with N-butanol- 
H,O-HCOOH (4-5-1 v: v) solvent and p-anisidine H,PO, spray (M uk h- 
herjeeand Srivastava in Linskens 1955). AgNO,-NH,OH and also 
tetrazolium chloride sprays were used to identify reducing sugars and 
distinguish between polyhydric alcohols and reducing sugars as described 
in Linskens. 

Organic acids were separated by the descending method mentioned 
above with various sprays and by the ascending method using phenol-H,O 
(3-1 v: v plus 1% HCOOH) and various sprays. Only aliphatic acids were 
originally tested for but it was suspected that aromatic acids might be 
involved, therefore some tests with butanol-pyridine-NaCl solution (1—1—2 
v:v) were used (Linskens 1955, p. 220-224). 

Tests were made for the total amounts of amino acids by the ascending 
one and two-dimensional methods described by Underwood and Rock- 
land (1954a, b) although we used the large filter papers mentioned above. 

Determination of polyhydric alcohols was attempted since various writers 
believed these compounds to be either commonly present in conifers (St e i- 
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ner 1933, Plouvier 1952, 1953) or capable of influencing cold resistance 
(Luyet and Gehenio 1952). The method of Harvey and Higby 
(1951) for determining glycerol in liver extracts was attempted but then 
abandoned since glucose was found to interfere with the procedure in spite 
of the included steps to remove it. The chromatographic method was there- 
fore used (Block et al. 1955). 


Experimental 


1. Freezing Tests:—The freezing resistance of twigs, roots, and leaves 
is shown graphically together with the daily temperature maxima and 
minima in Fig. 1. The early November conditions produced a hardiness 
greater than — 47°C. in leaves and twigs whereas previously the leaves 
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Fig. 1. Upper curves, maximum and minimum temperatures plotted daily over 
time. The first of each month is at the mark to the left of the month’s name. 
Twig and leaf data are combined in lower dashed line until spring when they 
separate as shown. Dashed lines indicate lowest possible temperature that more 
than 50% of the leaf, twig, or root sample could withstand, except in cases where 
arrows are shown. Arrows indicate killing temperature is below this point. “Roots” 
refers to the resistance to low temperature of roots dug from a 20cm. depth. 
“Chloroplasts” shows the trend in chloroplast appearance in leaves at time shown. 
“Sudan” refers to the presence of Sudan Black B-staining bodies, and “Starch” to 
presence of starch grains in twig cortex. All data for Pinus ponderosa. 
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and twigs had been hardy to about — 30. The onset of this cold period was 
quite sudden and caused severe damage to apple and other fruit trees in 
the northwestern United States. In spring, Thuja orientalis trees planted 
around Moscow showed browning of the younger leaves, although this may 
have been a result of winter drying. No other damage to conifers was 
observed. 

In spite of a warm period in January the hardiness of P. ponderosa 
leaves or twigs did not come above the lowest temperature obtainable in 
the apparatus (—47). Roots in the meantime varied only slightly in 
hardiness as shown in Fig. 1. From December into spring the first sign of 
damage to leaves cooled to — 47 occurred on March 31st about 2 weeks after 
the beginning of the warm period of late March. Thereafter the hardiness 
decreased rapidly as shown in Fig. 1, apparently because of the clear warm 
weather of April. 

2. Microscopic Studies:—The principal results for the various tissues of 
twigs, leaves, roots, and trunks are shown in Table 1. Of these various 
observations the following are of interest to the hardiness changes. 

a) The starch change had already largely taken place in the twigs by 
the end of October before the main hardiness changes occurred (Fig. 1). By 
December, Sudan Black-staining bodies entirely replaced the starch as 
shown in Table 1. It is of importance to notice that the roots underwent 
the same changes, although somewhat later in the winter, and yet the hardi- 
ness only increased about 2°C. In spring, hardiness decreased about 4° as 
the starch reformed in roots. 

b) The reversion to starch in twigs and leaves in spring was quite rapid 
as compared to its disappearance in autumn. Even the roots showed a 
rather quick conversion to starch in spring (Table 1). 

c) The changes in the cellular condition of the leaves was closely related 
to the main changes in hardiness (Fig. 1). Chloroplasts disappeared in 
autumn after the first hard cold spell and simultaneously the hardiness 
increased to a level greater than (below) — 47. In spring the reversion io 
normal chloroplasts also was closely related to the change in hardiness 
(Fig. 1). This reversion also occurred in Pseudotsuga taxifolia and Abies 
grandis in the same location within about a week of this time. Other chan- 
ges within the leaves are noted in Table 1. Chloroplast appearance is 
illustrated in Fig. 2. 

Endodermis cells also changed in appearance in November, becoming 
more opaque and even yellowish. In spring their appearance was different 
from either the autumn or winter condition since starch grains formed in 
abundance but in between the grains the protoplasm appeared more trans- 
parent than in winter. Later these cells became so filled with starch that 
the transparency was hard to judge. Although molecular action was 
looked for all winter in the chlorenchyma, it could not be observed until 
late March and then it was seen only in a few localized places in some 


cells. In April and May we again could not see molecular action in those 
cells. 





Johnson Parker 


d) The cells of Pinus monticola leaves obtained January and February 
from a heated greenhouse were compared to similar cells of the same 
species from the forest. These experiments showed the greenhouse leaves 
to be practically in the late summer condition with normal chloroplasts 
(Fig. 2), rather transparent endodermis cells showing some molecular action, 
and a freezing resistance of — 24°C. The forest leaves of this species had 
the same general condition as the P. ponderosa leaves mentioned above and 
were resistant to at least — 47°C. in January and February. 


Table 1. Relative amount of staining, accumulation, or reactive effect after 1-5 min. 
of I,KI (I), Sudan Black B (S), and Millon’s reagent (M) in various tissues of Pinus 
ponderosa at the times shorn. 

“3” indicates strong, “2” medium, “1” weak, and “0” no test. Blanks indicate test 
uncertain or not made. * chloroplasts reforming, ** chloroplasts reformed. 
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xylem rays . 
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chlorenchyma . 


endodermis . 





wood rays . 


phloem rays 


periderm . . . 





vertical 
parenchyma 





inner xylem 
rays . 


| outer xylem 
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| phloem rays . 03 


e) Millon’s test was especially striking in the vertical phloem parenchyma 
of the twigs all through the autumn and winter, the black appearance 
occurring only a few seconds after the reagent was added to the sections. 
In the spring, however, even in late March, the test began to show signs 
of being weaker and became still weaker in April giving a yellowish-brown 
test rather than black in these stem cells (Table 1). The leaf chlorenchyma 
cells also showed this test very strongly but seasonal changes were not 
detected, and few observations were made. This is apparently a test for 
phenols when no heat is applied (Mitchel] 1950, p. 126). 





ww 





Fig. 2. A, B, and C: sections of Pinus ponderosa leaves, X310. 
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0. A: chlorenchyma, endodermis, and transfusion tissue; chloroplasts 
n; chloroplasts disintegrated; Jan. 20. C: chlorenchyma with chloro- 
greenhouse; Jan. 20. E: from forest; Jan. 22. Note opacity in E of 
to left of transfusion tracheids. 
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f) The tetrazolium test on uninjured tissues showed reduction in all 
cells that contained cytoplasm. This appears to include the younger (un- 
crushed) sieve cells, although a 30 hour infiltration period was necessary 
to give results. Although some workers stress the importance of concen- 
tration of this salt in staining for mitochondria, etc., the length of time the 
tissue remains in the solution also is of great importance. Reduction of 
this salt was also observed in the resin of ducts; reducing agents such as 
pyrogallol might account for this, but it is of interest that low tempera- 
tures may destroy the means of reduction of tetrazolium chloride in resin. 


Table 2. Amounts of various sugars in leaves and inner bark of species shown, 

expressed as percentage of fresh weight after 18 hours extraction. This constitutes 

about 90% of total. All ponderosa pine samples are from the forest. All zeros in 
table indicate quantity is less than 0.1%. 





February Condition May Condition 








Acid Extraction | Base Extraction | Acid Extract. | Base Extract. 


peo | Gaal 
P. pon- | P. mon-| P. pon- | P. pon- 
ticola derosa derosa 


P. mon.- | Py pon- 
ticola | derosa 


P. monticola 





greenhouse| 


leaves, forest 


leaves 
leaves, forest 


forest 
leaves 


greenhouse| 
P. monticola 


bark 


Sugar 





S 
o 
= 
c= 


‘eae 
Fructose. . | 0.5|0.4/05/0.5, 0 | 0 | 0 

Glucose . . | 0.8 | 0.8) 1.0/0.8) 0.5/0.5) 0 | 0.5) 0.3 | 0.3 | 
Sucrose . . | 1.0} 0.5 | 1.0 | 1.0| a 1.0 | 1.0 | 1.0 0.5 | 0.5 | 0.3 | 


| | | | | | | 
Raffinose . | 1.0/0.2} 0 | 1.0| 1.0/1.0) 0 bun O AAO] OR Ona} 








3. Chromatography:—a) Results for sugars from P. ponderosa leaves are 
shown in a typical chromatogram in Fig. 3. Fructose, glucose, sucrose, and 
raffinose? appeared consistently in the leaves and bark from early De- 
cember to early April in “Method 1” (acid) extracts (Table 2). “Method 2” 
(basic) extracts did not show fructose and there was much less glucose in 
winter than in the acid extracts (Table 2). In May the very low levels of 
sugars in basic extracts is even more pronounced. In spring, raffinose in 
acid extracts greatly decreased, the first noticeable decrease on our papers 
being in early April, then decreasing into May until it was undetectable or 
below a level of 0.1%. Leaves of P. monticola taken from the heated green- 
house in January and February lacked raffinose (or was less than 0.1%) 
but the same species’ leaves from the forest showed that it was present 


(Table 2). 


Sugars not detected from Method 1 or 2 extracts at the usual level 


2 Bonner (1950) mentioned melezitose in conifers, but the Rf of this trisac- 
charide is about 0.08 as compared to 0.05 for raffinose. 
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(2.5 ul. from 15 ml. of extract from 15g. of fresh leaves) included galactose, 
mannose, arabinose, maltose, cellobiose, lactose, xylose, and ribose. 
Seasonal variations in total reducing sugars from Method 1 extracts 
determined with AgNO,-NH, spray were hardly discernable from October 
to June. However, the p-anisidine spray showed a tendency for fructose 
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Fig. 3. Typical chromatograms for acids, sugars, and amino acids and amides. All 

extracts made in January except no. 7 which was made in late April. Spots 

redrawn from original papers. MA malic acid, CI citric acid, TA tartaric acid, 

FR fructose, GL glucose, SU sucrose, RA raffinose, LE leucine, VA valine, TY tyro- 
sine, AL alanine, GA glutamic acid, AA aspartic acid, LY lysine. 


to increase in spring while glucose declined slightly in some, sucrose a little 
more, and raffinose the most. 

b) Organic acids were considerably more difficult to identify but it 
seems worthwhile to report the results since this forms a basis for future 
work. Some typical Method 1 leaf chromatograms are shown in Fig. 3. 
The top spot (Rf 0.43 in diagram 4, Fig. 3) appeared to be malic acid and 
declined somewhat in April. The next acid spot down at Rf 0.32 was first 
thought to be citric acid, but although citric acid may contribute to it, the 
spot seems to represent at least one other acid. E. K. Raunio, Dept. of 
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Physical Sciences, managed to isolate an acid at this Rf which he suggested 
from various tests might be an aromatic hydroxy acid. Ascorbic acid also 
gave a spot at this same Rf and a level of 2 mg. ascorbic acid/g. fresh leaves 
was found by titration of the leaf homogenate. Papers developed in 
butanol-pyridine-NaCl solvent showed a number of spots, one at Rf 0.74 
that might be protocatechuic acid, a resin degredation product, but all the 
different sprays did not entirely agree with the data given in Linskens 
(1955) for this compound. This was evidently not the acid isolated by 
Raunio. 

A third acid at Rf 0.20 was observed but not identified and three basic 
(alkaline) spots (Diagram 4, Fig. 3) were also observed from extracts evap- 
orated to 5 instead of the usual 15 ml. No seasonal changes in any of 
these compounds except malic acid were detected although little attention 
was paid to these trends. 

c) None of the polyhydric alcohols including ethylene glycol, dulcitol, 
inositol, sorbitol, mannitol, and glycerol were clearly identified at the usual 
levels used. When known compounds of this group were chromato- 
grammed, clear spots for each were obtained with AgNO,-NH, spray at the 
12 y level, but only one, glycerol, seemed a possibility in basic bark extracts. 
Since a number of spots other than sugars appear on the butanol-water 
or butanol-water-HCOOH papers sprayed with AgNO,-NH,, the matter is 
complicated and further investigations should be carried out. 

d) Amino acids and amides in extracts evaporated to 3 ml. were identi- 
fied in the ascending diagrams as shown in Fig. 3. Two-dimensional dia- 


grams from leaves showed 15 separate spots including lysine, aspartic acid, 
glutamic acid, glycine (?), argenine, alanine, tyrosine, leucine, serine, valine, 
and others unidentified. Bark extracts were somewhat similar but over- 
lapping of spots made identification difficult. For total levels of amino 
acids no particular trends with the season were observed although a more 
careful quantitative procedure might reveal some. 


Discussion 


So much has been written on the subject of the causes of freezing 
resistance in plants that it seems important to discuss some of the more 
pertinent papers in relation to the work described above. 

A great many workers have reported starch disappearance in conifers 
in autumn (Mer, 1876, Schulz 1888, Lidforss 1896, Lewis and 
Tuttle 1923, Guttenberg 1927). On the other hand Miyaké (1902), 
Fabricius (1906), and Kirchoff (1915) found that some starch 
remained in some of the above ground parts of some conifers. It may be, 
however, that Miyaké’s results at least, can be explained by the mild 
climate in which he worked (Tokyo). Pisek (1950) found starch remained 
in conifer leaves near Innsbruck into December but then disappeared, re- 
turning in spring. In any case, the disappearance of the starch in itself 
does not seem to impart an increase in hardiness more than about 2—4°C. 
as judged from our work with roots. In connection with this, Simin o- 
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vitch and Briggs (1954) thought that the disappearance of starch did 
enhance the hardiness of Robinia bark although this effect was only slight. 

Another question in connection with this that came up many years ago 
was the one concerning the fate of the starch after its disappearance. 
A. Meyer (1918) concluded from a number of tests that it was a mistake 
to assume that the starch was converted to fat as many had formerly sup- 
posed. Kirchoff (1915) thought that starch was replaced by tannins. 
Certainly tannins seem to be of importance in bark of many conifers if we 
are to judge by the work of Kurth and Hubbard (1951) who reported 
that 5.6—-11.4% of Pinus ponderosa bark extract was tannin and by work 
of Gerngross and Giilbaran (1952) who found as much as 20% in 
bark of certain European pines. However, the chemistry of tannins is very 
vague. To quote from Paech (1950, p. 156): “Gerbstoffe stellen chemisch 
keine einheitliche Gruppe von Verbindungen dar. Physiologisch sind sie 
bisher meist ohne Riicksicht auf ihre chemische Konstitution betrachtet 
worden.” 

The fact that raffinose appears in winter or before winter (we have no 
autumn observations on this) and disappears as starch reforms, offers another 
possibility for the fate of the starch besides the production of Sudan Black- 
staining bodies. Since Sudan Black accumulates in resin of resin ducts, 
it may seem a little doubtful that this is exclusively a fat “stain” for liquid 
compounds. Cain (1950) thought that it was an indicator for lipid in 
animal cells as long as the particles were liquid. It is, of course, possible 
that unsaturated fatty acids and related compounds are present in resin. 

Whatever may happen to the starch, the fluctuations of sugars in winter 
seem so irregular that overall trends are hard to follow. Worley (1937) 
worked with P. ponderosa just as did Clements (1938) and yet she found 
rather different results from Clements for seasonal fluctuations of total 
and reducing sugars. Perhaps this is due to different weather conditions 
in different years in the Moscow-Pullman area. Clements presented 
graphs that show so much variation among leaves of different ages that one 
wonders if the seasonal fluctuations are really significant. Our own data 
for total reducing sugar levels from September to May showed so little 
variation that at first we were inclined to the conclusion of Pisek (1950), 
i.e., that sugars play only a secondary role at best in hardiness changes in 
these conifers. This generally agrees with the conclusions of Meyer 
(1928), Levitt (1941), and Siminovitch and Briggs (1949) for 
various plants. However, the radical spring change in raffinose noted in 
our work presents a new perspective that should be investigated further. 
It appears that this sugar did not start to decrease in spring until somewhat 
after the earliest hardiness changes and therefore seems better related to 
later changes occurring in hardiness in late April and early May. Of course, 
the quantitive method used here may not be sensitive enough to detect the 
early changes. 

It may also be that the summer changes in hardiness are largely related 
to raffinose changes or even to total sugar changes. The steady increase in 
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osmotic pressure recorded by Gail (1926) for P. ponderosa and related 
conifers from June to November seems to be related to carbohydrate in- 
creases as suggested by data of Meyer (1928) and of Goldsmith and 
Smith (1926) for other conifers. Kurimoto e¢ al. (1954) and Pisek 
(1950) suggested that certain salts may also contribute to the osmotic pressure, 
but in most conifers this seems to be only small. The increase in carbo- 
hydrates, in turn, may account for the pre-winter increases in hardiness 
noted by Winkler (1913) and Parker (1955b) and suggested by Si- 
minovitch and Briggs (1949) in Robinia although the last-mentioned 
workers thought that the main hardiness changes were best related to 
changes in amount of water-soluble protein. 


This brings us to the main changes in hardiness that occur in autumn, 
and in conifers it seems to be related to the transformation of the living 
leaf cells into an entirely different physical condition in the climate of 
northern Idaho. This condition includes the disappearance of the chloro- 
plasts and an apparently greater opacity of such cells as those of the endo- 
dermis. 


A number of other workers have observed this chloroplast disappearance 
in their seasonal studies of conifers. The first was evidently von Mohl 
(cited by Pfeffer according to Lewis and Tuttle 1920), then Lewis 
and Tuttle (1920), Zacharowa (1929), and Schmidt (1936). Kess- 
lerand Ruhland (1938) also mentioned chloroplast changes in their ever- 
greens. Lewis and Tuttle (1923) thought that the starch disappeared 
in autumn in Picea canadensis leaves at the same time that the chloro- 
plasts did, but our results showed that the starch had already largely dis- 
appeared by this time. Zacharowa’s results in Moscow, Russia, closely 
resemble our own for chloroplast behavior, but, as in Le wis and Tuttle's 
work, this was not related to hardiness changes. Schmidt attempted such 
relations, but his freezing studies showed no clear ones except that the 
“starke Triibung” of the chlorenchyma cells in October was related to the 
first hard frost. In Schmidt’s Schwarzwald spruces the chloroplasts 
remained largely in an intact state until January ist and then disappeared 
during January and February. 


These physical changes noted above may be related to the changes ob- 
served by Kessler and Ruhland (1938) in a number of evergreen 
species’ leaves. They believed that the physical changes in the cells in- 
cluding viscosity increases did show a relationship to the freezing resistance. 
This seems to be in contrast to the results of Levitt and Siminovitch 
(1940, 1941). Although Scarth and Levitt (1937) thought that the cells 
of Catalpa twig cortex showed no molecular motion and no streaming in 
winter, Levitt and Siminovitch (1940) later concluded that results 
depended on the areas of the cell contents examined and that the winter 
hardy cells did show streaming and molecular motion. Perhaps some of 
the lack of agreement over the physical condition of the protoplasm is to 
be explained by the difference in species, something that should not be 
lost from view in considering the causes of protoplasmic resistance to 
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stresses brought about by dehydration (Héfler 1954). Also discrepancies 
might be due to the different climates in which the various workers have 
experimented or to the fact that the cells have not been thoroughly har- 
dened in some cases. Evidently the viscosity of the protoplasm is quite 
variable in a single cell and can be reversibly changed by temperature 
treatment (Weber and Hohenegger 1923) or by application of an 
electric current (Bersa and Weber 1922). 


Currier et al. (1955) suggested that the protoplasm in sieve tube ele- 
ments of Vitis does change in winter. In the dormant condition the con- 
tents of these cells were more opaque (compare to Schmidt 1936), mole- 
cular motion mainly decreased or stopped, protoplasts “thicker” in outline 
when plasmolyzed, plasmolysis shape different (compare to Kessler and 
Ruhland 1938), and “surge” of contents more sluggish. This would seem 
to point to an increased gelation of some of the cell contents in winter. 


The idea of gel formation has been forwarded a number of times in the 
past, as for instance, Newton (1924) with wheat, Meyer (1928) with 
Pinus rigida, Priestley (1930) with various British trees, and Cle- 
ments (1938) with P. ponderosa. Meyer's data showed rather sharp 
changes in total expressable liquid from leaves in autumn and in spring, 
but Meyer (1932) later concluded that the apparent increase in ex- 
pressable water in summer was due to higher total water content and that 
“bound water” was not a factor influencing cold resistance in this species. 
He suggested that an increase in colloids might have other stabilizing effects 
on the protoplasm. However, here we may be largely concerned with 
vacuolar changes and certainly Lewis and Tuttle (1920) in conifer leaf 
cells and Bailey (1954, p. 37) in conifer cambial cells noted some marked 
changes in the vacuoles with the coming of colder weather. 


These vacuolar and protoplasmic changes probably explain why osmotic 
pressure changes in winter are often so poorly related to hardiness varia- 
tions. Doyle and Clinch (1926) thought that the low osmotic pressure 
results of Korstian (1924) with conifer leaves in winter were the result 
of getting much less total expressable material from the leaves. Meyer 
(1928) also suggested such a possibility and Larcher (1954) recently dis- 
cussed this problem, pointing out especially the discrepancies between 
osmotic pressure and hardiness changes. Weber (1935) reviewing K es s- 
ler’s work summed it up as follows: 


“Die vielfach vertretene Ansicht, die Unterschiede in Kalteresistenz der 
Pflanzen kénnten in Eigenschaften des Zellsaftes (osmotischer Wert, pH) 
begriindet sein, wird auf Grund von Versuchen an Saxifraga cordifolia, 
Hedera Helix und Sempervioum glaucum abgelehnt.” 


In the end it appears that the biochemical studies, greatly aided by 
the new chromatographic methods, should be made in conjunction with 
microscopic studies, the latter greatly aided by the new optical methods 
and vital staining procedures so that these two sciences will work together 
to solve this difficult problem. 
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Summary of Main Results 


Freezing resistance studies of leaves, stems, and roots of Pinus ponderosa 
were made concurrently with microscopic and chromatographic obser- 
vations for nearly a year. The principal results were as follows. 

1. After a rather slow increase in hardiness in September and October 
a somewhat faster increase in hardiness to temperatures down to at least 
— 47°C. occurred in leaves and twigs after the first substantially sub- 
freezing weather of the year. This latter change was associated with a loss 
of chloroplasts in the leaf chlorenchyma and an increase in opacity and 
apparent decrease of fluidity of endodermis cells. A marked decrease in 
hardiness in spring was likewise closely associated with the chloroplast 
reappearance and changes within the endodermal cells. 

2. Starch generally decreased during the summer and Sudan Black B- 
staining bodies increased in stems and trunks, reaching a point in December 
when all starch was gone and Sudan-staining bodies were common. This 
also occurred in the 2 year old roots, but at a later time and was not 
associated in roots with any marked increases in hardiness more than 2—4° C. 
Roots were never resistant to temperatures lower than — 10°C. In spring 
(late March and early April) starch reappeared in stems and leaves and 
almost at the same time in roots. 

3. Phenolic compounds (supposedly indicated by darkening of Millon’s 
reagent) in the vertical phloem parenchyma of twigs showed a diminution 
in early spring (late March) and this only slightly preceded the reappear- 
ance of starch. 

4. Tetrazolium chloride reduction showed little or no seasonal trend and 
was reduced to formazan by rays and by contents of resin ducts both in the 
center (diameter-wise) of large trees and in outer wood and inner bark. 
Sieve cells showed a slight reduction of this salt at 0.5% in 30 hours. 

5. Chromatograms of sugars from leaves or bark showed fructose, 
glucose, sucrose, and raffinose, but no other free sugars in winter at the 
levels used. Raffinose showed a marked decline in April in leaves and was 
not detectable in early May. No separations of all four sugars were made 
in autumn. Basic leaf extracts in winter showed much less glucose and no 
fructose and sometimes less of the other two sugars than did acid extracts, 
suggesting alkaline hydrolysis. 

6. Chromatograms of acids showed three acid spots and three basic ones. 
Malic acid was indicated by its position, but citric and tartaric knowns did 
not exactly correspond to the unknowns. One acid was isolated; this may 
be an hydroxy aromatic acid. 

7. Chromatograms of polyhydric alcohols from leaves and bark in- 
dicated no definite ones at the levels used. 


8. Chromatograms of free amino acids and amides showed lysine, 
aspartic acid, glutamic acid, glycine (?), argenine, alanine, tyrosine, leucine, 
serine, and valine as well as others unidentified. No seasonal trends in 
leaves were observed for total amino acid levels. 
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9. A comparison of Pinus monticola leaves from a heated greenhouse 
with the same species’ leaves from the forest in winter showed that the 
former's contained no detectable raffinose but were otherwise roughly 
similar to the forest leaves for sugars. Forest P. monticola leaf sugars were 
essentially the same as those of forest P. ponderosa leaves. Microscopic 
studies showed normal chloroplasts in P. monticola greenhouse leaves, ap- 
parently semifluid endodermis cells, and a freezing resistance of only — 24° C. 
as compared to at least — 47°C. in the forest leaves of the same species. 
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Robert Feulgen 
(1884—1955) 


Am 24, Oktober 1955 starb Professor Dr. Robert F eul gen, der Schép- 
fer der Nuklealreaktion. Robert Feulgen ist am 2. September 1884 in 
Werden a.d. Ruhr geboren. Die Reifepriifung hat er 1905 in Soest absol- 
viert. Er studierte Medizin an den Universitaten Freiburg und Kiel, wo er 
bei Hoppe-Seyler arbeitete. Nach seinem Staatsexamen im Jahre 1910 pro- 
movierte er 1912 zum Doktor der Medizin und wurde Assistent an der che- 


mischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat Berlin 
(Prof. Rubner). 1919 trat er als Assistent in das Physiologische Institut der 
Universitit GieBen ein, dem er bis zum Tode treu geblieben ist. Prof. Biir- 
ker, Vorstand dieses Instituts, hat ihm nach seiner Habilitierung die Leitung 
der physiologisch-chemischen Abieilung des Instituts iibergeben. 1923 wurde 
Feulgen zum planmafigen auferordentlichen Professor der physiologi- 
schen Chemie berufen. Auf der Tagung der Deutschen Physiologischen 
Gesellschaft in Tiibingen im September 1923 wurde die Nuklealfarbung 
bekanntgegeben. Im folgenden Jahr erscheinen seine Arbeiten dariiber in 
der Zeitschrift fiir physiologische Chemie und in Pfliigers Archiv. 1924 wurde 
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die erste Mitteilung iiber Plasmalogen und Plasmal veréffentlicht. Im Jahre 
1927 wurde Feulgen zum Ordinarius ad personam und 1928 zum Direktor 
des neuerrichteten Physiologisch-Chemischen Instituts ernannt. Im Jahre 
1931 wurde er Dekan der medizinischen Fakultat. 1938 wurde Feulgen zum 
Mitglied der Deutschen Leopoldinischen Akademie der Naturforscher in Halle 
ernannt. 1951 wurde das planmafige Extraordinariat in ein planmaBiges 
Ordinariat umgewandelt. Am 1. Dezember 1953 findet die Emeritierung 
wegen Erreichung der Altersgrenze statt. Am 2. September 1954 wurde er 
anlaBlich seines 70. Geburtstages zum Ehrendoktor der mathematisch-natur- 
wissenschaftlichen Fakultaét der Universitat Tiibingen ernannt .in Aner- 
kennung der Verdienste, die er sich durch die fiir Chemie, Biologie und 
Genetik gleich bedeutsamen Untersuchungen iiber Nukleinstoffe und Azetal- 
phosphatide erworben hat*. 

Cytologie und Histochemie verlieren in Robert Feulgen einen hervor- 
ragenden Repriasentanten, der eine neue Epoche in diesen Disziplinen 
inaugurierte. Mit seiner Nuklealreaktion hat er neue Wege und neue Még- 
lichkeiten fiir das Studium des Zellkernes und des Chromatins gezeigt. 
Ohne diese Reaktion ist jetzt kein ernstes Studium des Zellkernes mehr 
méglich. Aber auch fiir andere biologische Disziplinen ist diese Reaktion 
von groRter Bedeutung. Die Nuklealreaktion erméglichte, die Anwesenheit 
des Chromatins nicht nur in allen pflanzlichen und tierischen Zellkernen, 
sondern auch in den Zellen von Akaryonten, weiter in einigen Viren bzw. 
in Bakteriophagen nachzuweisen. Nicht nur rein cytologische Fragen, wie 
z. B. die Lokalisation des Chromatins im Zellkern, die Unterscheidung von 
Chromatin- und Achromatinteilchen, kénnen dank dieser Methode gelést 
werden, sondern sie erméglicht auch den elektiven Nachweis der feinsten 
chromatischen Kernstrukturen und ihrer Uberreste nach verschiedenen Ein- 
wirkungen (Chromatinverpulverung und -auflésung usw.). Ferner kénnen 
prinzipiell wichtige Entwicklungsfragen aufgeklart werden, z. B. die Struk- 
tur der Zellkerne von Protozoen und Metazoen, die Frage iiber die Natur 
des Karyosoms, iiber die Méglichkeit der Bildung des Chromosoms aus dem 
Kernkérperchen, iiber die Anwesenheit des Chromatins in Bakterien und 
Cyanophyceen, was mit dem Problem der chemischen Einheit aller Lebe- 
wesen verkniipft ist, u.a.m. Mit anderen Worten hat die Nuklealreaktion 
zur Lésung von allgemeinen biologischen und entwicklungsgeschichtlichen 
Problemen, die auch von theoretisch-biologischer und sogar philosophischer 
Bedeutung sind, entscheidend beigetragen. Wir kénnen also in der Feulgen- 
schen Reaktion eine der wichtigsten biologischen Entdeckungen unserer Zeit 
anerkennen, die bedeutende Fortschritte unserer Kenntnisse iiber die Zelle 
ermoglichte. Sehr erfolgreich wurde die Anwendung dieser Methode in der 
Experimentalcytologie. Die Nuklealreaktion stellt die beste mikroskopisch- 
chemische Methode fiir den Nachweis der Desoxyribonukleinsaure dar. Das 
Wort Feulgen bedeutet jetzt nicht nur den Namen eines Gelehrten; das ist 
— wie .Réntgen* — schon ein wissenschaftlicher Begriff, der taglich in der 
wissenschaftlichen Literatur und Praxis angewendet wird. Wenn wir ferner 
die Feulgensche Plasmalreaktion, die Azetalphosphatid-Untersuchungen, die 
Studien der Nukleinsaiuren, neben vielen anderen Arbeiten in Betracht 
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ziehen, so wird die groRe Bedeutung des Werkes Feulgens fiir Chemie, 
Biologie und Genetik ganz klar. Besonders miissen die Cytologen und Histo- 
chemiker Feulgen dankbar sein, hat er ihnen doch eine so wichtige Methode 
in die Hand gegeben. Es ist dabei bezeichnend, daf diese, besonders fiir 
Cytologen und Histochemiker wichtige mikroskopisch-chemische Reaktion 
von einem physiologischen Chemiker stammt. Symbolisch weist diese Tat- 
sache auf die sich schon anbahnende enge Zusammenarbeit von Chemikern 
und Histologen hin, welche zur Entstehung eines neuen wissenschaftlichen 
Zweiges. der Histo- und Cytochemie, gefiihrt hat. In den letzten Lebens- 
jahren fate Feulgen den Entschluf, die von ihm entdeckte Plasmalreaktion 
fiir die Untersuchung von bdésartigen Geschwiilsten anzuwenden. Leider 
konnten diese Studien nicht zu Ende gefiihri werden. 

Als Fachmann war Feulgen ein ausdauernder, kritischer und ideen- 
reicher Gelehrter, dabei aber ein sehr bescheidener Mensch. Sein Werk ist 
durch Genialitaét ausgezeichnet. 

Bewahren wir ihm ein dankbares Andenken! 


P. Milovidovy, Prag. 





Kurze Mitteilungen 





Mikrosomen und Meiosomen 


Von 


Karl H6fler 


(Eingegangen am 14. Juli 1956) 


Der Ausdruck Mikrosomen (,,Kleinkérperchen*) stammt von Han- 
stein (1880, S. 9), der damit alle im Hyaloplasma eingelagerien, ,in den 
Zellen ruhenden oder schwimmenden, rundlichen, der Regel nach ziemlich 
gleichartigen Kérperchen aus dichterer Substanz* versteht. Der Terminus 
hat im botanisch-cytologischen Schrifttum Eingang gefunden — gleichwie 
der Hansteinsche Begriff ..Protoplast™ (I. c. S. 9) — und ist sechs Jahr- 
zehnte lang allgemein gebraucht worden. 


Als in jiingerer Zeit die Elektronenoptik neue Gréfenordnungen der 


Beobachtung zuganglich machte, wurde nun — zuerst wohl von Claude 
(1943) der Ausdruck Mikrosomen in anderem Sinne gebraucht, namlich als 
Bezeichnung fiir submikroskopische Teilchen im Plasma, die in der Gréfen- 
ordnung von 500—1500 A liegen. Frey-Wyssling (1955, S. 28—31) be- 
richtet iiber ihre Morphologie. Zusammensetzung und Funktion: vel. 
Perner (1953, S. 466f.). 

Wie Drawert und Metzner (1955) sagen, hat sich dieser neue Ter- 
minus in der human- und zoophysiologischen sowie in der biochemischen 
Literatur so eingebiirgert, daf man, um Verwechslungen und falsche SchluB- 
folgerungen zu vermeiden, den Begriff Mikrosomen im Hansteinschen 
Sinne auch in der botanischen Literatur fallen zu lassen hatte. Vgl. F re y- 
W yssling (1955, l. c.) und Miihlethaler (1955). 

Man hat nun nach terminologischem Ersatz gesucht. Per ner (1952, 1953) 
schlug vor, die permanent vorkommenden, mikroskopisch sichtbaren, granula- 
artigen Einschliisse des Plasmas héherer Pflanzen, aufer Mitochondrien, 
Plastiden und offensichtlichen Lipoidtropfen, als ,Sphiarosomen“ zu _be- 
zeichnen. Damit trate dieser Ausdruck als Ersatz an die Stelle des friiheren 
Namens Mikrosomen. 


Das Wort Spharosomen stammt von P. A. Dangeard (1919) und 
bedeutet Kugelkérperchen; die Kugelform weist wohl auf fliissigen Zustand 
und Nichtmischbarkeit mit der Masse des Grundcytoplasmas hin. Allbekannt 
sind die Sphairosomen der Innenepidermiszellen von Allium cepa, die durch 
Vitalfarbung und dank ihrer elektiven Fluorochromierbarkeit (Drawert 
1952, 1953, 1955, Perner l. c.) so gut sichtbar zu machen sind. Wir haben 
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sie im Wiener Institut seit Jahren mit Akridinorange zu leuchtend griiner 
Fluoreszenz gebracht. Die franzésischen Cytologen haben schon lange ge- 
lernt, sie von den Chondriosomen zu unterscheiden. Guilliermond, 
Mangenot und Plantefol (1933, Fig. 76) sprachen von granulations 
lipoidiques. P. A. Dangeard stellt diesen das ,Spharom™ gegeniiber. 
Perner und Strugger (1954) trennen das Sphirom vom Chondriom 
und den Proplastiden. Die Spharosomen stellen eine Art von Han- 
steinschen Mikrosomen dar. 


Gutz (1956) nennt die von ihm in Pilzhyphen farberisch nachgewiese- 
nen Kleinteilchen Granula; diese besitzen Eigenschaften, wie sie teils den 
Mitochondrien, teils den Spharosomen der héheren Pflanzen zukommen. Sie 
stellen also Mikrosomen im dlieren, weiteren Sinne dar, deren Einreihung 
in eine der neuen Kategorien noch nicht méglich ist. — Ich kenne u. a. 
vorgebildete Kleinkérperchen im Cytoplasma der Desmidiacee T etmemorus 
granulatus, welche basische Farbstoffe vital stark speichern und dann bei 
Vakuolenkoniraktion und -zerkliiftung (Cholnoky und Héfler 1950, 
Kiermayer 1954) das wandstandige Plasma, in dem sie vorhanden sind, 
und den durch den konirahierten Tonoplasten abfiltrierten Zellsaft, dem sie 
fehlen, lichtmikroskopisch unterscheiden lassen, was erweist, daB in diesem 
Falle nicht — wie nach Akerman (1917) beim Aggregationsvorgang in 
Drosera-Zellen — der ganze Raum zwischen Zellwand und Tonoplast von 
gequollenem Plasma erfiillt ist. Ob diese Gebilde den Allium-Sphiaro- 
somen vergleichbar sind, ist unbekannt. 


Ich méchte nun darauf hinweisen, da wir in diesen und in hundert 
anderen Fallen den Ausdruck Mikrosomen im weiteren, Hansteinschen 
Sinn nicht aufgeben kénnen. Die Cytologie braucht einen weiten und all- 
gemeinen Begriff fiir im Lichtmikroskop sichtbare Kleinteilchen, von denen 
gesprochen wird, ehe ihre chemische und physiologische Natur noch erfaft 
ist. Aus Prioritatsgriinden soll ein Terminus auch im cytologischen Schrift- 
tum in dem Sinne gebraucht werden, in dem er zuerst definiert worden ist. 
Nachtragliche Umdefinierung erscheint ebenso unzulassig wie etwa nach- 
trigliche Umbenennung klar beschriebener Pflanzenspezies. Wir wollen 
nicht versuchen, Einflu@ auf den Sprachgebrauch im angloamerikanischen 
zoophysiologischen Schrifttum zu iiben. In der botanischen Cytologie ware 
der Terminus Mikrosomen nicht aufzugeben. 


Fiir die sublichtmikroskopischen Teilchen im Plasma, die den von 
Claude als ,.microsomes* bezeichneten gleichzusetzen sind, schlage ich die 
Bezeichnung Meiosomen vor. Das Wort ist gebildet von uctwy, -ov kleiner, 
recht klein, dem griechischen Komparativ von yxpdc klein. 


Miithlethaler (1955, S. 267) nennt die von ihm beobachteten osmo- 
philen Kérnchen im Plasma von 80—150 A Durchmesser Ultramikrosomen. 
Ich teile mit ihm das Bediirfnis, die erst elektronenmikroskopisch sichtbaren 
Teilchen neu zu benennen, méchte aber doch den Ausdruck Ultramikro- 
somen nicht annehmen, weil man dabei unwillkiirlich an Teilchen, die erst 
bzw. schon im Ultramikroskop, d. h. im Dunkelfeld, sichtbar werden, den- 
ken méchte: auch méchte ich das aus lateinischen und griechischen Stiicken 
zusammengesetzte nomen mixtum vermeiden. 


Frey-Wyssling hat schon 1949 (S. 80) von Submikrosomen ge- 
sprochen, den Namen aber (1955) nicht aufrechterhalten. Perner (1953) 
hat ihn fiir die .,sublichtmikroskopischen Granula“ verwendet. 
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Wir méchten also die microsomes“ im Claud eschen Sinne als ,,M ei o- 
somen* bezeichnen und wollen unseren weiteren Gattungsbegriff ,,.M ik r o- 
somen* im Hansteinschen Sinne beibehalten. Arten von Mikrosomen, 
die morphologisch und kiinftig vielleicht auch physiologisch erfaft werden, 
waren als Sphirosomen usw. zu definieren. Neu beobachtete, chemisch un- 
bestimmte, lichtmikroskopisch sichtbare Kleinkérperchen sollen aber auch 
weiterhin zunachst nicht als Spharosomen und nur, wenn nach der Gestalt 
ein fester Aggregatzustand anzunehmen ist, als Granula, sonst aber wie 
bisher als Mikrosomen bezeichnet werden. 
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Vitalfairbungsversuche mit reduziertem Neutralrot an 
»vollen“ Zellsaften einiger hdherer Pflanzen 


Von 
Davor Milicic 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 


(Eingegangen am 14. Juli 1956) 


Kiermayer (1955, 1956) hat gelegentlich seiner Vitalfarbungsversuche 
an den ,vollen“ Zellsaften einiger Algen und der Auftenepidermis von 
Allium-cepa-Zwiebeln beobachtet, da sich die ,,vollen* Zellsifte gegen 
das reduzierte Neutralrot verschiedenartig verhalten. Obwohl die ,,vollen“ 
Zellsifte der Desmidiaceen Netrium digitus und Cylindrocystis Brebissonii 
im stark alkalischen Bereiche das reduzierte Neutralrot (Fluoreszent X) 
stark speicherten, zeigten sie doch im UV-Licht keine Fluoreszenz. Anderer- 
seits konnte Kiermayer in der Auffenepidermis von Allium cepa nach 
der Farbung mit Fluoreszent X im UV-Licht eine braune Fluoreszenz 
wahrnehmen. Auf Grund dieser Beobachtungen hat Kiermayer auf die 
Moglichkeit hingewiesen, da mittels des Fluoreszent X eine Unierteilung 
der .,vollen* Zellsafte durchgefiihrt werden kénnte. AuRerdem zeichnet sich 
das Fluoreszent X auch durch eine leichte Oxydierbarkeit in saurem Be- 
reiche aus, so daf es nach Kiermayer auch infolge dieser Eigenschaft in 
zellphysiologischen Untersuchungen verwendbar sein kénnte. 

Kiermayers Beobachtungen und die Eigenschaften dieses Farbstoffes 
versprachen in weiteren Untersuchungen interessante Ergebnisse. Da in bis- 
herigen Farbungsversuchen mit reduziertem Neutralrot von Zellen héherer 
Pflanzen nur die Allium-Epidermiszellen untersucht wurden, so haben wir 
Untersuchungen auch an einigen anderen Pflanzen durchgefiihrt. Daf die 
Epidermen der von uns untersuchten Pflanzen wirklich ,,voll“ sind, wurde 
durch die beobachtete griine Fluoreszenz ihrer Zellsifte nach der Farbung 
mit Akridinorange konstatiert. 

Die Lésung des Farbstoffes wurde nach der Methode Kiermayers 
(1955; 281—282) bereitet. Regelmafig wurden nur frisch verfertigte Farb- 
stoffléisungen verwendet, die reingelb gefarbt waren und bei Tageslicht 
intensiv griin fluoreszierten. Die Farbungsergebnisse sind in der folgen- 
den Tabelle dargestellt. 

Bei den angefiihrten Pflanzen konnte demzufolge eine verschiedenartige 
Fluoreszenz der ,,vollen* Zellsafte wahrgenommen werden. Wahrend die 
Allium-Epidermis braun fluoreszierte, zeigten die Epidermen einer Pflanzen- 
gruppe (Cynanchum und andere) iiberwiegend eine gelbe und die der 
anderen Gruppe (Platanthera und andere) meistens eine olivgriine Fluo- 
reszenzfarbung; die Stengelepidermiszellen von Trifolium pratense leuchte- 
ten im UV-Licht reingriin. 

Da auch bei ein und derselben Pflanze die Zellsaft-Fluoreszenz in ge- 
wissen Grenzen variieren kann, konnten wir wahrend unserer Unter- 
suchungen alle méglichen Ubergange von Griin nach Gelb und Braun be- 
obachten. Ob dieser Unterschied in der Fluoreszenzfarbung von den chemi- 
schen Verbindungen zwischen reduziertem Neutralrot und verschiedenen 
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Zellsaft-Speicherstoffen, von der Reoxydation des Farbstoffes oder von an- 
deren Faktoren abhangig ist, kénnte nur auf Grund weiterer Untersuchun- 
gen festgestellt werden. 


Ul’-Fluoreszenz der Zellsifte nach Faérbung mit Fluoreszent X 
(Farbstofflésung 1 : 60.000, 30 Min., pH 9,8.) 


Allium cepa Aufenepidermis der braun 
Zwiebel 


Cynanchum vince- Obere Blattepidermis gelb bis gelbgriinlich 
toxicum 


Vicia faba Obere Blattepidermis gelb bis gelbgriinlich 
Coronilla coronata Obere Blattepidermis gelb bis gelbgriinlich 
Dictamnus alba Obere Blattepidermis gelb bis gelbgriinlich 
Laurocerasus officinalis Obere Blattepidermis gelb bis gelbgriinlich 
Linum flavum Obere Blattepidermis olivgriin 
Platanthera bifolia Obere und untere Blatt- olivgriin mit einem Stich 
epidermis in Braun 
Physalis alkekengi Obere Blattepidermis olivgriin, am Rande 
gelbbraunlich 
Trifolium rubens Obere Blattepidermis olivgriin, am Rande 
gelbgriin 
Trifolium pratense Stengelepidermis griin 


Die vorliegenden Versuche wurden wiahrend meines kurzen Aufenthalts 


im Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien ausgefiihrt. Herrn 
Prof. Dr. Karl Héfler und Herrn Dr. H. Kinzel danke ich schénstens 
auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung wahrend der Arbeit. 
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Grell, Karl G.: Protozoologie. Mit 300 Abb. VII, 284 S. Berlin-Géttingen- 
Heidelberg: Springer-Verlag. 1956. Ganzl. DM 59.—. 


Unter der Protistenliteratur nimmt Grells ,Protozoologie* eine 
Sonderstellung ein, fiihrt sie uns doch unter Beriicksichtigung der neuesten, 
noch im Fluf befindlichen Untersuchungen, unbelastet durch systematische 
Weitschweifigkeiten, in alle diejenigen Tatsachen morphologischer, physio- 
logischer, genetischer und ékologischer Natur ein, die fiir eine allseitige Be- 
urteilung des Protozoenorganismus wesentlich sind und deren Bedeutung 
fiir die derzeit aktuellen biologischen Probleme nicht nachdriicklich genug 
herausgestellt werden kann. Grundlage der meisterhaft gerafften Darstel- 
lung sind Vorlesungen des Verfassers an der Universitat Tiibingen. Die 
dadurch gegebene didaktische Durcharbeitung des Stoffes zusammen mit 
der besonders eindrucksvollen Behandlung der in das engere Forschungs- 
programm des Max-Planck-Instituts fiir Biologie fallenden, die Fort- 
pflanzungsphysiologie umfassenden Fragen verleihen dem Buch eine wert- 
volle persénliche Note. 


Den Cytologen fesselt in Grells Buch neben den den Plasmastruk- 
turen, dem Pelliculabau, der Kernmorphologie und den Kernteilungspro- 
zessen gewidmeten Kapiteln die umfassende Darstellung der Sexualitat 
der Protisten. Dabei bietet die Behandlung der sexuellen Bipolaritat bei 
isogamen Phytomonadinen Gelegenheit, die neuesten Ergebnisse der Ga- 
monforschung zu beriihren, wahrend die Paarungstypen der Ciliaten uns 
an das Problem der Bedeutung der physiologischen Anisogamontie als 
einen eventuellen Sonderfall echter Sexualitat heranfiihren. Im genetischen 
Abschnitt der Grel1schen Darstellung fesselt vor allem das, was iiber die 
Transformierbarkeit der auf serologischhem Wege nachweisbaren Eigen- 
schaften der Ciliaten festgestellt worden ist. Die durch aufere Reize aus- 
lésbare phianotypische Manifestation von Genen und ihren Allelen, die 
sich durch eine Reihe von Teilungsschritten hindurch auswirken kann, 
erweist sich als geeignet, ein Modell fiir die allgemeine Reaktionsnorm der 
Zellen im Erbgeschehen abzugeben. Daf die bekannten Untersuchungen 
von Sonnborn iiber die Killer-Eigenschaft von Paramaecium beriicksichtigt 
wurden, ist selbstverstandlich. Dabei wird wahrscheinlich gemacht, daf die 
die Killer-Eigenschaft bedingenden, Desoxyribonukleinsaéure enthaltenden 
Plasmaeinschliisse symbiontische Mikroorganismen sein kénnten, die zu 
ihrem Gedeihen Stoffe benétigen, deren Produktion von einem fiir die 
Killer spezifischhem Gen abhangig ist. 

VerhalinismaRig knapp gehalten sind die der Bewegungsphysiologie, 
dem Verhalten, der Okologie und der systematischen Formeniibersicht ge- 
widmeten Kapitel. Bei der grofen Bedeutung, die der Parasitismus gerade 
bei den Protozoen hat, ware eine Erweiterung des betreffenden Abschnittes 
bei einer Neuauflage wiinschenswert. 


Eine besondere Wiirdigung verdient die bildliche Ausstattung des 
Grellschen Buches. Was da an Abbildungen geboten wird, ist sachlich, 
zeichnerisch und drucktechnisch gleichermafen hervorragend. In der Aus- 
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wahl der fremden Vorlagen und der reichlichen Beigabe von Original- 
zeichnungen und technisch vollendeter Mikrophotographien zeigt sich so 
richtig das ,,In-der-Materie-Stehen* des Verfassers. Allein das Abbildungs- 
material rechtfertigte schon dieses Werk, das sein Verfasser seinem Lehrer 
Max Hartmann gewidmet hat. Grells Wunsch, seine Protozoologie mége 
dazu beitragen, das unter den deutschen Biologen immer mehr im Schwin- 
den begriffene Interesse an Protozoen neu zu beleben, diirfte sicherlich 
Erfiillung finden. E. Reisinger (Graz). 


Handbuch der Pflanzenphysiologie. Herausgegeben von W. Ruhland. 
Band I: Genetische Grundlagen physiologischer Vorgiange. Konstitution 
der Pflanzenzellen. Bearb. von verschiedenen Fachleuten. Redigiert von 
H. Ullrich und H. J. Bogen. Mit 283 Abb. XXI, 850 S. Berlin- 
Gottingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1955. Ganzl. DM 160.—. 


Das seit langem erwartete Handbuch der Pflanzenphysiologie hat nun 
zu erscheinen begonnen. Der Zeitpunkt dazu ist giinstig gewahlt. Wire es 
nur um ein Jahrzehnt friiher erschienen, wiirde es heute schon veraltet 
sein, denn gerade im letzten Jahrzehnt hat die Pflanzenphysiologie auf 
vielen Teilgebieten ihr Gesicht in wesentlichen Ziigen geandert. Der innige 
Kontakt zwischen Physiologie und Morphologie gehért zu den wichtigen 
Merkmalen der heutigen Physiologie. Dies kommt schon im ersten Band 
des Handbuches in deutlicher Weise zum Ausdruck. So bringt dieser glin- 
zend ausgestattete Band mehr Morphologisches, als man vielleicht erwartet 
hat. Zur ,,.Konstitution* war auch die Chemie der Zelle und ihrer Organe 
zu rechnen. Es war gewift nicht leicht, gerade in diesem Band die richtige 
Auswahl des Stoffes zu treffen. In ihrer Ausfiihrlichkeit sind die einzelnen 
Artikel des Bandes durchaus nicht gleich; manche geben eine hinsichtlich 
der neuen Literatur ersch6pfende Darstellung, andere nur eine Auswahl, 
die in manchen Kapiteln sogar recht kurz gehalien ist. Als besonders ein- 
gehende, wirklich handbuchmafige Darstellungen seien unter anderen be- 
sonders hervorgehoben: Granick: Plastid structure, development and 
inheritance. Steffen: Chondriosomen und Mikrosomen. Serra: Der 
Zellkern. Drawert: Der pH-Wert des Zellsaftes. Die Artikel von 
Seifriz (Microscopic and submicroscopic structure of cytoplasm. The 
physical chemistry of cytoplasm. Pathology) sind durch ihre Originalitat 
wertvoll und anregend, in der Auswahl des Stoffes und der Literatur jedoch 
sehr subjektiv gehalten. Die Artikel iiber die Zellwand haben von berufe- 
ner Seite (Preston, Treiber) eine so eingehende Bearbeitung gefun- 
den, wie man sie in einem Handbuch der Pflanzenphysiologie gar nicht ver- 
muten wiirde. Der erste Teil des Bandes fiihrt den Titel: .Genetische 
Grundlagen physiologischer Vorgange.* Die beiden Artikel The Physio- 
logy of gene action® (Catcheside) und ,,Interaction of genic and non- 
genic hereditary units and the physiology of non-genic inheritance“ 
(Rhoades) werden grofes Interesse finden, wurde doch die Bearbeitung 
dieser Themen bisher von pflanzenphysiologischen Lehr- und Handbiichern 
weitgehend ferngehalten. Der Reichtum an vorziiglichen Abbildungen zeigt, 
daf das groRe Werk auch in dieser Hinsicht in die allerbesten Hande ge- 
legt ist. F. Weber (Graz). 


Kiister, E.: Experimentelle Zellforschung. Hinweise auf ihre wichtigsten 
Aufgaben. Dritte, iiberarb. Aufl. Herausgegeben von Dr. G. K iister- 
Winkelmann. 73S. Jena: VEB Gustav Fischer. 1956. DM 6.20. 
Jeder mit der Erforschung der Pflanzenzelle BefaRte kennt wohl die 

bereits erschienenen Auflagen dieses schmalen und dabei so inhaltsreichen 
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Bandchens, kennt und schaizt jene Zusammenschau von Methoden, Ergeb- 
nissen und Problemen der experimentellen Zellforschung, die nur ein Autor 
mit souveraner Beherrschung der Materie, mit intuitivem und genialem Blick 
fiir die Verastelungen der Fragestellungen und Verkniipfungen der Tat- 
sachen, die, kurz gesagt, eben nur K iister schreiben konnte. In der vor- 
liegenden dritten Auflage wurden unter Mitwirkung Prof. Bogens Hin- 
weise auf neue Literatur, neue Forschungszweige und Ergebnisse an Hand 
hinterlassener Notizen eingefiigt und an manchen Stellen die Diktion eini- 
ger Siatze dem derzeitigen Sachverhalt angepaft; im iibrigen blieb der Text 
unverandert. Dankbar nehmen wir diese Schrift des Altmeisters wieder zur 
Hand als Vermiachtnis, zeugend von echtem, beispielgebendem Forschergeist, 
der nicht resigniert, wenn nach langem erfolgreichem Forscherleben die 
Probleme nicht geringer geworden sind, sondern Plane fiir das Gebaude, 
zu dem er so viel beigetragen, uns als Ansporn hinterlaft. 


O. Hartel (Graz). 


Levitt, J.: The Hardiness of Plants. Agronomy: A series of monographs. 


Vol. VI. Mit 37 Abb., 278 S., 128 Tab. New York: Academic Press Inc., 
Publ., 1956. $7.—. 


Das zu referierende Buch J. Le vitts ist eine Neufassung seines seit 
1941 in drei Auflagen erschienenen Buches iiber ,,Frost Killing and Hardi- 
ness of Plants“, das jetzt neben der Widerstandsfahigkeit der Pflanzen 
gegen niedere Temperaturen auch die gegen Trockenheit, gegen Hitze und 
andere schadigende Einfliisse umfaft. Unter ,,hardiness“ versteht der Autor 
die Widerstandsfahigkeit der Pflanze bzw. des Protoplasmas gegen die un- 
mittelbare Einwirkung extremer Umweltbedingungen, wie Frost, Trocken- 
heit oder Hitze, und nur mit dieser befaBt sich das Buch. Das Wort 
.resistance“ behalt er in einem umfassenderen Sinn jener Widerstands- 
fahigkeit gegen Aufeneinwirkungen vor, wie sie bei trockenresistenten 
Pflanzen z. B. auch durch tiefgreifende Wurzeln, Wasserspeichern oder 
Uberdauern von Diirrezeiten in Ruhezustanden gegeben ist. ,,Hardiness“ ist 
somit nur eine, wenn auch die wichtigste Form der .,Resistenz*. 


In einer bis auf alteste Literaturangaben zuriickgreifenden Darstellung 
werden in klarem Uberblick die experimentellen Beobachtungen und theo- 
retischen Uberlegungen iiber die Kalte-, Trocken- und Hitzeschadigung des 
pflanzlichen Plasmas einander gegeniibergestellt und kritisch betrachtet. 
Die ,,frost-hardiness“ wird wie iiblich bestimmt durch die Temperatur, bei 
der der Kaltetod eintritt, die ,,drought-hardiness* durch die relative Feuch- 
tigkeit, bei der die Trockenschadigung in Erscheinung tritt. Um exakte und 
untereinander streng vergleichbare Werte zu erhalten, wird jedoch empfoh- 
len, die .,frost-hardiness* (H;) einer Pflanze anzugeben durch die Anzahl 
der Grade, die die tédlich schadigende Temperatur (A,) unterhalb des 
Gefrierpunktes des Zellsaftes der turgeszenten Pflanze (A,) liegt, und die 
drought-hardiness* (H,,) durch die Anzahl der Prozente der relativen Luft- 
feuchtigkeit, die die zum Trockentod fiihrende relative Luftfeuchtigkeit 
(R,) unter der relativen Feuchtigkeit des Zellsaftes der turgeszenten 
Pflanze (R,) liegt, also H; = Ay —A;, bzw. H, = R, — R,. 

Nach einer Behandlung der mit Frost- und Trockenhirte verbundenen'’ 
zellmorphologischen und zellphysiologischen Faktoren und der Médglich- 
keiten einer Frost- und Trockenhartung wird der Mechanismus der Kalte- 
und Trockenschadigung untersucht. Er wird in Ubereinstimmung mit ande- 
ren Autoren in beiden Fallen auf eine mechanische Schadigung des Plasmas 
als Folge der Dehydration zuriickgefiihrt. Die direkte Hitzeschadigung ist 
demgegeniiber vollstandig unabhangig von einer Dehydratation. Die trotz- 
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dem oft zu beobachtende Parallelitat von Frost- und Trockenwiderstands- 
fahigkeit auf der einen und Hitzewiderstandsfahigkeit auf der anderen 
Seite fiihrt den Autor zu der Annahme, daf der Schadigung durch De- 
hydratation und durch Hitze gleiche Ursachen zugrunde liegen, die schlieR- 
lich zu einer Denaturierung des Plasmaeiweiffes fiihren. So sollen auch 
thermische Oszillationen zu einem Zerfall von Eiweifketten und einer 
Denaturierung der Molekiile fiihren. Eine Frost-, Trocken- oder Hitzeharte 
des Plasmas wiirde daher in gleicher Weise auf einer starkeren intra- und 
intermolekularen, einer Denaturierung entgegenwirkenden Bindung der 
Proteine beruhen. 


AbschlieRend wird auf das weite Feld hingewiesen, das der plasmati- 
schen Resistenzforschung, abgesehen von Dehydratation und Hitze, vor 
allem auf dem Gebiet ,,nichtumweltbezogener Resistenzen“ (Bie bl) gegen 
Substanzen und Einfliisse, die unter normalen Bedingungen im Leben der 
Pflanze keine Rolle spielen, noch offenstehen. Das Buch wird jedem auf 
dem Gebiet der Resistenzforschung Arbeitenden ein trefflicher Fiihrer durch 
die vorliegenden Ergebnisse und eine wertvolle Quelle von Anregungen 


sein. R. Bieb| (Wien). 


Neumann, Karlheinz: Grundri® der Gefriertrocknung. 2., stark erwei- 
terte Auflage. Mit 63 Abb. 256 S. Géttingen-Frankfurt-Berlin: Muster- 
schmidt. 1955. Geb. DM 24.—. 


Die Gefriertrocknung gestattet die Entwasserung biologischer Objekte 
hae weitestgehender Erhaltung der Struktur ohne nennenswerte Ver- 
lagerung von Stoffen und unter gleichzeitiger Sistierung autolytischer, enzy- 
matischer und sonstiger Prozesse. Es ist daher verstandlich, da diese Me- 
thode fiir histologisch-histochemische, cytochemische und &hnliche Unter- 
suchungen immer starkere Verwendung findet. Dariiber hinaus wird die 
Methode durch die Méglichkeit der Aufbewahrung biologischer Objekte 
ohne wesentliche Stérung und Veranderung ihrer Eigenschaften auch fiir 
die Medizin und in neuester Zeit auch fiir die Industrie besonders inter- 
essant. Neumanns Buch bietet nun eine ausgezeichnete Einfiihrung in 
die Theorie, die verschiedenen Apparaturen und die Durchfiihrung der 
Gefriertrocknung; gestiitzt auf eine ausgedehnte Erfahrung und unter 
ausgiebiger Heranziehung der Literatur (die Bibliographie umfaft 28 Sei- 
ten) wird die Durchfiihrung der Gefriertrocknung fiir die verschiedensten 
Falle ausfiihrlich behandelt, wobei insbesonders auch auf die nachher 
durchzufiihrenden Untersuchungen Bedacht genommen wird. In starkerem 
Make als in der ersten Auflage wurde auf die industrielle Verwertung der 
Gefriertrocknung eingegangen. Die ausfiihrliche Bebilderung, zwei Register 
sowie vorziigliche Ausstattung (abwaschbarer Einband) vervollstandigen 
das wertvolle und jedem Interessenten warmstens zu empfehlende Labora- 
toriumsbuch. O. Hartel (Graz). 


Stapp, C.: Bakterielle Krankheiten. Bakteriosen einschlieRlich Strepto- 
mykosen. (Handbuch der Pflanzenkrankheiten. Begriindet von Sor- 
auer. II. Band, 2. Lieferung.) 6. Aufl. Mit 179 Abb. 575 S. Berlin: Paul 
Parey. 1956. Geb. DM 124.—. 


Nicht weniger freudig begrii®t als die 1. Lieferung (Viruskrankheiten) 
der Neuauflage des II. Bandes von Sorauers Handbuch wird nun die 
2. Lieferung: ,,Bakterielle Krankheiten.* Noch einmal hat es ein einzelner 
— C. Stapp — versucht, die riesige Materie zu formen. Der Versuch ist 
glinzend gelungen — trotz der fast erdriickend scheinenden Masse an 


Literatur. DaB das Werk von allen, die beruflich mit Pflanzenkrankheiten 
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und ihrer Bekampfung zu tun haben, wirklich nicht entbehrt werden kann, 
braucht kaum gesagt zu werden. Was an dieser Stelle aber betont werden 
soll, ist, da& das Buch auch fiir den Zellforscher eine Quelle wichtiger In- 
formationen darstellt. Es sei in dieser Hinsicht nur auf das ausfiihrliche 
Kapitel hingewiesen, das die durch Agrobacterium tumefaciens hervor- 
gerufenen Pflanzentumoren behandelt. Auf diesem Gebiete haben sich in 
den letzten und allerletzten Jahren die Arbeiten und die Hypothesen iiber- 
stiirzt; dieses Gebiet verdient ja auch wirklich grofes Interesse der Bio- 
logen und Mediziner, handelt es sich doch um die Frage, wie eine normale 
Korperzelle in eine maligne Krebszelle umgewandelt wird. In deutscher 
Sprache existiert keine so griindliche Darstellung des Problems ,,Pflanzen- 
krebs* wie die vorliegende von Stapp. Zustimmend aufgenommen wird 
es sicherlich auch werden, daB in diesem Band neben den ,,Bakteriosen“ 
nunmehr auch die ,Streptomykosen* eingeschlossen werden. Auch fiir die- 
ses Kapitel wird sich sicherlich nicht nur der Phytopathologe, sondern auch 
der Mediziner ganz besonders interessieren. Die Einteilung des Stoffes er- 
folgt nicht nach den Krankheitserregern, sondern nach den Gattungen der 
erkrankten Pflanzen. Das entspricht gewiff dem Bediirfnis des Praktikers. 
Demjenigen, der mehr an allgemeinen Fragen interessiert ist, wird diese 
Einteilung weniger zusagen. So findet man die Hauptdarstellung des Pro- 
blems der Tumoren unter .Bakteriosen der Rosaceen*, und der Ferner- 
stehende vermutet wohl zuniachst nicht, da die durch Agrobacterium tume- 
faciens hervorgerufenen Geschwiilste auch bei Pflanzen vieler anderer 
Familien vorkommen und daher auch an verschiedenen Stellen des Buches 


behandelt werden. F. Weber (Graz). 


Tischler, Georg: Allgemeine Pflanzenkaryologie. Erginzungsband: Ange- 
wandte Pflanzenkaryologie. Fortgefiihrt von Heinz Diedrich Wulff. 
IV. Lieferung. Mit 13 Textabb. S. 625—848. Berlin-Nikolassee: Gebriider 
Borntraeger. 1956. Subskriptionspreis DM 42.—. 

Die vorliegende Lieferung, die vorletzte des Gesamtwerkes, bringt zu- 
nachst den Schlu® des Abschnittes ,Die Bedeutung der Chromosomenfor- 
schung fiir die Phylogenie“ mit dem Anhang: Beziehungen zwischen Karyo- 
logie und Embryologie. Es folgt das bedeutsame Kapitel ,,.Die Beziehungen 
der Karyologie zur Okologie und Geobotanik“, dessen Lektiire geradezu 
als spannend bezeichnet werden muff und die spat erkannte Bedeutung der 
Karyologie fiir Okologie und Geobotanik in ausgezeichneter Weise dar- 
stellt. Daran schlieBen sich nachtragliche Zusatze, die die wichtigste Litera- 
tur der allerletzten Jahre (bis 1955) beriicksichtigen. Den Schluf der Lie- 
ferung bildet der Anfang der Literaturliste bis zum Buchstaben E. Die 
allerletzte Lieferung wird mit dem Register das Riesenwerk beschlieRen 
und soll 1957 erscheinen. F. Weber (Graz). 


Sixth Conference of the Society for Biological Rhythm 


The Sixth Conference of the Society for Biological Rhythm is to be held from 
the 26th to the 28th of August 1957 in Semmering in Austria. The main theme 
will be: Time in Biology. 

Application for papers to be read should be submitted prior to 30. 4. 1957 
to the Secretary, who will be glad to supply further details at request. Address 
of the Secretary: A. Sollberger, Anatomical Dept., Caroline Institute, Stockholm 60. 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Politis, J.: Uber die Tanninoplasten oder Gerbstoffbildner der Rosaceen ; 
Nakazawa, Singo: Vital Staining and Mechanical Inversion of Volvor . . 
Erdmann, K., Ingeborg Meyer und S. Junghans: Versuche zur Verhinde- 


rung von Ultraviolett-Wirkungen auf den Inhalt iiberlebender tierischer 
Zelikerne mit Strahlen-Schutzstoffen 


Reiter, Liselotte: Vitale ee oe Virus- Einschlus- 
kGeper 5. 6 


Pirson, A., und G. ichatees Osmotischer Wasorentang ind ‘Plasmokyse 
mit Polyaethylenoxyd . 


Werckmeister, P.: Uber einen cigenartigen Kérper aus die Trub von 
Bohnenauszugswasser 


Politis, J.: Untersuchungen aber die eytologiache Bildung ¢ on Phytomelane 
bei einigen Zinnia-Arten. . . 


Strugger, S.: Der dhiecninaitionnlicaladi hishiente. von £ Piasiimhibaai 
mit Hilfe der Uranylimpragnierung an Wurzelmeristemen . 


Thaler, Irmtraud, und F. Weber: Vakuolenkontraktion in Pinbidiiles 
Driisenzellen 


Schurz, J.: Eine spiinaisipieaiia ‘Ulan’ von Laminaria digitata 


Overbeck, Gudrun: Zellphysiologische Studien an er im Zusam- 
menhang mit dem taglichen Saéurewechsel. . . ae 


Levitt, J.: The Moment of Frost Injury . . 


Windisch, J., St. Hinkelmann und D. Stierand: Plasmochromatische Zell- 
reaktionen bei degenerierender Phosphat-Applikation nach P-Mangelziichtung 


Honsell, E.: Sulla presenza di succhi cellulari «vuoti» in Nitella mucronata 
e Chara crinita. . 


Spiekermann, Ruth: Cptothenniaahe: Untersuchungen zum Nadiad von 
Nucleinséuren in Proplastiden . . 

Tazawa, M.: Neue Methode zur Messung pas osmotischen Were einer “Zelle 

Bartels, F.: Ungewéhnlich groBe Chloroplasten bei Epilobium-Bastarden. 


ButterfaB, Th. : Uber das Vorkommen ——— — ne 
bei Spirogyra . 3 

Strugéger, S.: Hicktnsnssdanioenieagdiiie: Peobachtungen an den Proplastiden 
des Vegetationskegels von Hlodea densa. . . 

Strugger, S.: Elektronenmikroskopische Tobie an chin Pisani: 
desmen des Urmeristems der Wurzelspitze von Allium cepa; ein Beitrag zur 
Kritik der Fixation und zur oe a ise gia npc GréBen- 
angaben . . BF 


Butterfa8, Th.: Uber PELE Kacyoids aa Pyrenoide von. ini: 


6. 9. 1955 
29. 3. 1956 
18. 6. 1956 
16. 7. 1956 
24, 7. 1956 
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SPRINGER-VERLAG IN WIEN 





Archiv fiir die gesamte Virusforschung 


Begriindet von R. Doerr 


Unter Mitwirkung hervorragender in- und auslandischer Fachleute herausgegeben von 


C. Hallauer, Bern / K. F. Meyer, San Francisco / E. G. Nauck, Hamburg 


Zuleizt erschien: 


Band VII, Heft 1. (Abgeschlossen im Juli 1956.) Mit 47 Textabbildungen. 
124 Seiten. 1956. 8 144.—, DM 24.—, sfr. 24.60, $ 5.70 


Inhaltsverzeichnis : SF! 


Weissenberg, R. Granular Components of the Basophilic Lattice in the Lymphoceystis 
Virus Inclusion Bodies of Pleuronectes flesus L. — Krieg, A., und R. Langenbuch. Uber 
eine Polyedrose von Dasychira pudibunda L. (Lepidoptera, Lymantriidae). — Balducci, D., 
D. A. J. Terryll, and C. H. Stuart-Harris. Complement Fixing Antigens of Herpes Sim- 
plex Virus. — Keil +, A.-W., H. Lippelt, F. Miiller und G. Brand. Zum Problem des 
O-D-Phasenwechsels bei Influenza-A-Virus. — Wigand, R. Hamagglutination durch Vac- 
cinevirus. I. Methode. — Wigand, R. Hamagglutination durch Vaccinevirus. II. Er- 
fahrungen mit der Haimagglutinationsh g. — Arakawa, S., T. Kaneko und T. Seki. 
Untersuchungen iiber Trachom. IV. Mitt. — Arakawa, S., I. Kondo, T. Kaneko, and 
N. Goto. Studies on Primary Atypical Pneumonia Virus. — Kjellén, L. Studies of Adeno- 
viruses (APC-RI-ARD) in Tissue Culture. Correlation between the Amount of Virus In- 
oculated and the Time Needed for Production of Cellular Degeneration. — Heller, L., 
A. Espmark, and P. Viridén. Immunological Relationship between Infectious Cough in ' 
Horses and Human Influenza A. 











Osterreichische Botanische Zeitschrift 


Herausgegeben von Lothar Geitler, Wien 
Zuletat erschien : 


Band 103, Heft 4. (Ausgegeben im November 1956.) Mit 55 Abbildungen. 
152 Seiten. 1956. 8 246.—, DM 41.—, sfr.42.—, $9.75 


Inhaltsverzeichnis: 


Leinfeliner, W. Inwieweit kommt der peltat-diplophylle Bau des Angiospermen-Staub- 
blattes in dessen Leitbiindelanordnung zum Ausdruck? — Biebl, R. Morphologische, ana- 
tomische und zellphysiologische Untersuchungen an Pflanzen vom ,,Gamma-Feld“ des 
Brookhaven National Laboratory (USA.). — Kenda, Griseldis, Irmtraud Thaler und 
F. Weber. EiweiSkristalle in den Zellkernen der Driisenhaare von Saintpaulia. — Regel, C. 
Die Bewaldung der Wiiste. — Kamptner, E. Thoracosphaera Deflandrei nov. spec., ein be- 
merkenswertes Kalkflagellaten-Gehaéuse aus dem Eociin von Donzacq (Dep. Landes, -Frank- 
reich). — Tschermak -Woess, Elisabeth und Ruth Dolezal. Der Formwechsel des He- 
terochromatins im Verlauf der Mitose von Vicia faba. — Geitler, L. Botrydina — keine 
Symbiose einer Alge mit einem Moosprotonema. — Weber, F. Elaioplasten fehlen den 
SchlieBzellen von Botrychium. — Weber, F. Kernkristalle bei Albuca. — Weber, F. und 
Irmtraud Thaler. Zystolithoide Membranbildungen bei Asperula. — Schlichtinger, F. 
Karyologische Untersuchungen an endopolyploiden Chromozentrenkernen von Gibbaeum 
heathii im Zusammenhang mit der Differenzierung. — Kurze Mitteilungen: Geitler, L. Gelb- 
griine Plastiden bei Epipogium aphyllum. 
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